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ABSTRAKT 
 
Produkce celulasy a polygalakturonasy pomocí Aspergillus niger a Aureobasidium 
pullulans byla sledována při kultivaci solid state fermentation (SSF) a submerzní (SmF). 
Jako substrát byly použity hroznové výlisky a slupky z mandarinek. 
Pomocí Aspergillus niger byla celulasa na hroznových výliscích detekována 
po 72 hodinové SSF kultivaci a po 24 hodinách u SmF. Celulasová aktivita byla vyšší 
u systému SmF. Větší produkce polygalakturonasy byla u SmF kultivace zaznamenána 
ke konci období. Polygalakturonasová aktivita byla vyšší u SmF kultivace. SSF fermentace 
na slupkách z mandarinek byla podobná, nejvyšší aktivita byla detekována po 72 hodinách. 
Produkce polygalakturonasy u SSF systému byla odlišná od produkce u SmF. Srovnáním 
produkce enzymu na hroznových výliscích a slupkách z mandarinek vyplývá, 
že polygalakturonasová aktivita je nejvyšší u kultivace SmF se slupkami z mandarinek. 
U Aureobasidium pullulans byla celulasa na hroznových výliscích detekována u obou 
fermentací po 48 hodinách. Aktivita celulasy byly vyšší u kultivace SSF. Vyšší hodnoty 
polygalakturonasy byly detekovány ve druhé půli kultivačního období. Polygalakturonasová 
aktivita byla vyšší u kultivace SmF. SSF kultivace se slupkami z mandarinek byla podobná – 
nejvyšší celulolytická aktivita byla zaznamenána po 48 hodinách. Produkce 
polygalakturonasy byla rozdílná, ale nejvyšší aktivity bylo dosaženo na slupkách 
z mandarinek u SmF způsobu. Pro oba systémy a oba odpadní materiály byla sledována 
i produkce mangan-dependentní peroxidasy. Její nejvyšší aktivity bylo dosaženo na počátku 
kultivace. 
Rozdíly v produkci enzymů pomocí Aspergillus niger a Aureobasidium pullulans jsou 
závislé nejen na použitém substrátu, ale také na způsobu fermentace. 
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ABSTRACT 
 
Production of cellulase and polygalacturonase by Aspergillus niger and Aureobasidium 
pullulans was studied in submerged (SmF) and solid state fermentation (SSF) systems. 
Substrates used in fermentation systems were mandarin peels and grape pomace. 
With Aspergillus niger used on grape pomace as a sole carbon source, cellulase production 
was detected after 72 hours in SSF and after 24 hours in SmF systems. The activity 
of cellulase per gram of substrate was higher in a submerged than in a solid state fermentation 
system. The longer time for higher polygalacturonase production was necessary in submerged 
fermentation systems and polygalacturonase activity was higher in SmF. The SSF 
fermentation with mandarin peels as a sole carbon source was similar, the highest detected 
activity of cellulase was determined after 72 hours. Different production of polygalacturonase 
was observed on mandarin peels in SmF systems. A comparison of enzyme productivities 
on grape pomace and mandarin peels showed that polygalacturonase activity per gram 
of substrate is highest in SmF system with mandarin peels as a sole carbon source. 
With Aureobasidium pullulans used on grape pomace as a sole carbon source, cellulase 
production was detected after 48 hours in SmF and SSF fermentation systems. The activity 
of cellulase per gram of substrate was higher in solid state system than in a submerged 
fermentation system. Longer time for higher polygalacturonase production was necessary 
in both fermentation systems. Polygalacturonase activity was higher in SmF. The SSF 
fermentation with mandarin peels as a sole carbon source was similar, the highest detected 
activity of cellulase was determined after 48 hours. Different production of polygalacturonase 
was observed on mandarin peels in SmF systems. A comparison of enzyme productivities 
on grape pomace and mandarin peels showed that polygalacturonase activity per gram 
of substrate is highest in SmF system with mandarin peels as a sole carbon source. For both 
systems and both substrates manganese-dependent peroxidase was detected for the first time.  
Differences in the enzyme synthesis by Aspergillus niger and Aureobasidium pullulans 
depend on both the substrates used as well as on the fermentation system. 
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1 ÚVOD 
 
V dnešní době jsou odpady zemědělského a potravinářského průmyslu dostupné ve velkém 
množství všude na světě a velkou měrou se stávají zátěží pro životní prostředí. Většina těchto 
odpadů obsahuje celulosu (30 – 40 %), hemicelulosu (xylan 20 – 40 %) a lignin (20 – 30 %). 
Proto odpadní materiály rostlinného původu mají široké využití jako substráty pro mikrobiální 
růst a z toho vyplývající syntézu vhodných produktů, respektive enzymů [1, 2].  
Mezi nejvýznamnější enzymy, které se podílejí na degradaci lignocelulosy patří 
celulolytické, pektolytické a ligninolytické enzymy, které jsou produkovány řadou 
mikroorganismů, například pomocí Aspergillus niger, Aureobasidium pullulans, 
Alcaligenes faecalis, Clostridium cellulolyticum, Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens, 
Mucor flavus, Bacillus licheniformis, Saccharomyces cerevisiae, Fusarium oxysporum, 
Pichia pinus, Penicillium italicum, Rhodotorula sp., Flavodon flavus, Panus tigrinus, 
Trametes trogii, Neurospora crassa… 
Průmyslově jsou tyto enzymy získávány stacionární nebo submerzní kultivací na různých 
odpadech rostlinného původu. Jako substrát pro produkci celulolytických, pektolytických 
a ligninolytických enzymů byly úspěšně použity hroznové výlisky, pšeničná sláma, rýžové 
otruby a také odpad z dřevní hmoty. 
Komerční enzymové preparáty mají široké využití jak v potravinářském průmyslu 
(při výrobě ovocných šťáv, kávy, čaje…), tak i v průmyslu textilním, papírenském…
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2 CÍL PRÁCE  
 
Cílem práce bylo ověřit možnosti využití zvolených odpadních materiálů pro produkci 
průmyslově významných enzymů a na základě následujících sledovaných parametrů 
vyhodnotit možnosti zadané v cíli práce. Jako produkční kmeny byly vybrány 
Aspergillus niger (CCM-F 8189) pocházející z České sbírky mikroorganismů Masarykovy 
Univerzity v Brně a Aureobasidium pullulans (CCY 27-1-115) pocházející ze Zbierky kultúr 
kvasiniek Chemického ústavu SAV v Bratislavě.  
Byly sledovány parametry: 
- produkce lignocelulolytických enzymů (celulasy, polygalakturonasy, 
mangan-dependentní peroxidasy), extracelulárních proteinů a redukujících 
látek; 
- volba nejvhodnějšího odpadního materiálu z hlediska produkce vybraných 
enzymů (hroznové výlisky nebo slupky z mandarinek); 
- volba nejvhodnějšího způsobu kultivace z hlediska produkce vybraných 
enzymů (solid state fermentation v koloně nebo submerzní kultivace 
v Erlenmeyerově baňce); 
- volba nejvhodnějšího mikroorganismu pro produkci vybraných enzymů; 
- vliv kultivačního média na produkci mangan-dependentní peroxidasy. 
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3 TEORETICKÁ ČÁST 
 
 
3.1 Odpady rostlinného původu 
 
Pravidla pro předcházení vzniku odpadů a pro nakládání s nimi při dodržování ochrany 
životního prostředí, ochrany zdraví člověka a trvale udržitelného rozvoje nám stanovuje 
Zákon č. 185/2001 Sb. o odpadech [3]. 
V dnešní době jsou odpady zemědělského a potravinářského průmyslu dostupné ve velké 
množství všude na světě a velkou měrou se stávají zátěží pro životní prostředí. Většina těchto 
odpadů obsahuje celulosu (30 – 40 %), hemicelulosu (xylan 20 – 40 %) a lignin (20 – 30 %). 
Proto tyto odpadní materiály mají široké využití jako substráty pro mikrobiální růst 
a z toho vyplývající syntézu vhodných produktů, respektive enzymů [1, 2]. 
Zemědělské a průmyslové odpady jsou příčinou znečištění životního prostředí. Velké 
množství je na zemědělské půdě ponecháno k odbourání pomocí mikroorganismů jako jsou 
bakterie a houby [4]. 
Odpady můžeme zpracovávat mnoha způsoby – fyzikálně, chemicky, fyzikálně-chemicky 
a biologicky. Biologické způsoby využívání odpadů se týkají zejména těch případů, 
kdy jejich podstatu tvoří biologicky rozložitelné látky (bioodpad) [5]. 
Mezi nejčastější způsoby jejich využití patří zkrmování hospodářskými zvířaty, silážování, 
přímé hnojení zemědělských plodin a kompostování [5]. 
Odpady ze zemědělského a potravinářského průmyslu nejsou ale vždy vhodné jako krmivo 
pro zvířata, protože jsou příliš vláknité na to, aby mohly být zvířaty stráveny. 
Avšak významný podíl těchto odpadů tvoří polysacharidy, například celulosa, která je rychle 
rozložitelná mikroorganismy [2]. 
Mezi odpadní materiály rostlinného původu může být například zařazena: vylisovaná 
cukrová třtina neboli bagasa, řepné řízky, rýžové slupky, rýžová a pšeničná sláma, kukuřičné 
a pšeničné otruby, hlíznatý materiál obsahující škrob, odpad z hroznové révy, ze semen 
slunečnice a sóji, z banánů, z rozdrcených jablek, odpad po vylisování řepkového 
a palmového oleje, ze zpracování dřeva (piliny) a jiné.  
Odpady z potravinářských výrob mohou být různými mikroorganismy využity k produkci 
hodnotných metabolitů jako je bioplyn, bioethanol, organické kyseliny (například kyselina 
citronová), aminokyseliny, různé enzymy a mikrobiální biomasa (viz Tabulka 2) [6, 7]. 
Na produkci enzymů se úspěšně používá například pšenice, kukuřice, rýže, cukrová třtina 
a cukrová řepa, slupky z banánů, brambory, čaj, jablka, citrusové ovoce, pšeničná a kukuřičná 
mouka…(viz Tabulka 1) [8]. 
 
 
12 
 
Tabulka 1 Enzymy produkované lignocelulolytickými houbami [9] 
 
Mikroorganismus Substráty Enzym 
Scrobilurus ohshimae 
Sugi (vysoký neopadávající 
strom z Japonska a Číny, 
z kterého se těží vzácné dřevo) 
Ligninperoxidasa, 
manganperoxidasa 
Phanerochaete chrysosporium Hroznová semínka, ječmenné 
otruby, piliny 
Ligninperoxidasa, 
manganperoxidasa 
Piliny, kukuřice, pšeničná sláma Lakasa 
Hroznová semínka, ječmenné 
otruby, piliny 
Lakasa, xylanasy, 
manganperoxidasa, cellobiosa 
Trametes versicolor 
Cukrová třtina 
Lakasa, manganperoxidasa, 
glukosooxidasa, 
glyoxaloxidasa, chinon 
oxidoreduktasa, cellobiosa 
Pleurotus ostreatus Bagasa kukuřičné slámy Xylanasy,  celulasy, lakasa, 
manganperoxidasa 
Pleurotus pulmonarius 
Kávová drť, použitá plena, 
zbytky trávy, káva, pšeničná 
sláma, vlákno bavlny 
Endoglukanasa, 
cellobiohydrolasa, lakasa, 
manganperoxidasa 
Aspergillus niger Cukrová třtina Xylanasy, celulasy 
Bjerkandera adusta 
Dřevená hoblina, kukuřice, 
směs zahrádkářské pšeničné 
slámy 
Manganperoxidasa, 
ligninperoxidasa 
Clonostachys rosea Lístek z rostlin ovsa a kukuřice  
Celulasy, arabinofuranosidasa, 
acetylasterasa, xylosidasa, 
galaktosidasa 
Fusarium merismoides Lístek z rostlin ovsa a kukuřice 
Endo-xylanasa, celulasy, 
arabinofuranosidasa, 
acetylesterasa, xylosidasa 
Streptomyces Lístek z rostlin ovsa a kukuřice Celulasy, xylanasy, 
acetylesterasa 
Penicillium sp. Lístek z rostlin ovsa a kukuřice 
Endo-xylanasa, celulasy, 
arabinofuranosidasa, 
cetylesterasa, xylosidasa 
Pycnoporus cinnabarinus Měkká buničina Lakasa, ligninperoxydasa, 
manganperoxidasa 
Xylaria hypoxylon Dřevo Lakasa, endoglukanasa, 
glukosidasa, esterasa, xylanasa 
Fomiropsis palustris Mikrokrystalická celulóza Celulasy 
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Tabulka 2 Metabolity produkované mikroorganismy na rostlinných substrátech [10] 
 
Mikroorganismus Substrát Produkt 
Aspergillus niger Maniok Kyselina citronová 
Aspergillus oryzae Pšeničné otruby + kokosový 
olej (3:1) Neutrální metaloproteasa 
Lactobacillus delbrueckii Maniok Kyselina mléčná 
Monascus purpureus Ovocná semínka Pigment 
Mortierella aplina Rýžové otruby Polynenasycené mastné kyseliny 
Trichoderma reesei Pšeničné otruby Celulasy 
Thermoascus auranticus Pšeničná sláma Celulasy 
Penicillium simplicissimum Sójový bob Lipasy 
 
 
3.1.1 Odpad z mandarinek (slupky) 
 
Mandarinky jsou pěstovány v zemích s teplými léty a mírnými zimami, zejména 
ve středozemských zemích (Španělsko, Itálie, Řecko, Egypt, Turecko, Maroko), Japonsku, 
Brazílii, Argentině, Spojených státech a Austrálii [11, 12]. 
Údaje USDA z roku 2008 říkají, že je světová produkce pomerančového džusu za období 
2007/2008 odhadována ve vybraných zemích na 2,3 miliony tun, tím pádem můžeme 
odhadovat, že celosvětový průmyslový odpad citrusových slupek je více než 15·106 tun [12]. 
Odpad z citrusů může být tradičně využit k produkci vlákniny, esenciálních olejů, 
jako fermentační substrát k produkci enzymů, jako krmivo pro dobytek, nebo pro produkci 
pohonných hmot [12, 13]. 
Slupky z mandarinek jsou díky vysokému obsahu cukrů potenciální surovinou pro výrobu 
bioethanolu [12]. 
Slupky z mandarinek mohou být použity jako substrát pro produkci lakasy (pomocí 
mikroorganismu Trametes pubescens) [14].  
 
Tabulka 3 Složení slupky z mandarinky [12]   
 
 Popel Celulosa Hemicelulosa Pektin Lignin 
Množství [%] 5,0 22,5 6,0 16,0 8,6 
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3.1.2 Odpad z hroznové révy (hroznové výlisky) 
 
Hrozny jsou jednou z nejvíce pěstovaných skupin ovoce na světě. Z celkové světové 
produkce 60 milionů tun je v současné době pro výrobu 29 milion tun vína používáno 
okolo 68 %. Hroznová drť je zůstatek po vylisování šťávy tlakem a je tvořena ze slupek, 
semínek a kousků stopek a obsahuje okolo 16 % původního ovoce [15]. 
Hroznové výlisky jsou dobré přírodní médium pro solid state fermentation. 
Jejich chemické složení je bohaté na základní živiny vyžadované pro růst široké škály 
mikroorganismů [8].  
Tento odpadní produkt obsahuje vysoký podíl ligninu, celulosy a vysoké procento 
výživných minerálních prvků, zvláště dusík a draslík [16]. 
Hroznové výlisky mohou být využity pro zvířata jako potrava, speciálně v suchých 
obdobích, když je nedostatek čerstvého krmiva (trávy). Ale jejich používání je limitováno 
na 30 % celkové potravy přežvýkavců díky velmi nízké výživové hodnotě [15]. 
Hroznová drť, hlavní odpad ve vinařství, má nesmírnou schopnost být substrátem 
pro produkci hodnotných hydrolytických enzymů (celulasy, xylanasy, pektinasy). Velikost 
kousků drti nemá výrazný vliv na produkci enzymů. Obsah vlhkosti a přidání uhlíkatého 
zdroje uplatňují výrazný vliv na zisk enzymů [15, 8]. 
Odpad z hroznové révy může být použit například jako substrát pro produkci celulasy, 
pektinasy, xylanasy. Například plíseň Aspergillus awamori, Aspergillus niger, Monascus 
purpureus je vhodná k produkci celulasy, pektinasy a xylanasy [8, 15, 17, 18, 19]. 
 
Tabulka 4 Složení hroznového výlisku [20] 
 
 Popel Celulosa Hemicelulosa Pektin Lignin 
Množství [%] 0,5 – 3,7 3,5 neuvedeno 0,9 neuvedeno 
 
 
3.2 Lignocelulosové materiály 
 
Lignocelulosa tvoří hlavní část biomasy a její odbourání je nezbytné pro fungování 
koloběhu uhlíku (viz Obrázek 1). Lignocelulosa je především tvořena celulosou (cca 40 %), 
hemicelulosou (cca 20 – 30 %) a ligninem (cca 20 – 30 %) [21]. 
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Obrázek 1 Koloběh  uhlíku [21] 
 
 
3.2.1 Celulosa 
 
Celulosa je v přírodě nejrozšířenější organickou sloučeninou. Vyskytuje se jako základní 
strukturní polysacharid buněčných stěn vyšších rostlin. Nachází se také v zelených řasách, 
houbách a výjimečně i ve stěnách buněk jednoduchých mořských bezobratlých 
živočichů [22]. 
Homoglukan celulosa je vysokomolekulární lineární polymer D-glukosových jednotek 
vázaných glykosidovými vazbami β-(1→4) (viz Obrázek 2). Každá z vázaných glukosových 
jednotek v řetězci je otočena vzhledem k předchozí a v této poloze je udržována 
intramolekulárními vodíkovými vazbami mezi hydroxyskupinami na C-3 a kyslíkem 
pyranosového cyklu a mezi hydroxyskupinami na C-2 a C-6. Stupeň polymerace je 
až 15 000 [22]. 
Jednotlivé makromolekuly celulosy interagují prostřednictvím vodíkových vazeb vzájemně 
a tvoří ve stěnách rostlinných buněk více či méně uspořádané trojrozměrné struktury, 
které se nazývají celulosová vlákna nebo celulosové mikrofibrily [22]. 
Celulosa je hydrolyzována endoglukanasou, exoglukanasou a β-glukosidasou [23]. 
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Obrázek 2 Primární struktura celulosy [24] 
 
 
3.2.2 Hemicelulosy 
 
Hemicelulosy jsou heterogenní polysacharidy, které představují 15 – 30 % rostlinné 
biomasy a které mohou obsahovat pentosy (β-D-xylosu, α-L-arabinosu), hexosy 
(β-D-mannosu, β-D-glukosu, α-D-galaktosu) a/nebo kyseliny uronové (α-D-glukoronovou, 
α-D-4-O-methylgalakturonovou a α-D-galakturonovou kyselinu). Jiné cukry, jako je 
α-L-rhamnosa a α-L-fukosa, mohou být přítomny v malém množství a hydroxy- skupiny 
cukrů mohou být částečně substituované acetylovou skupinou [25]. 
  Nejvýznamnější hemicelulosou jsou xylany, které se obvykle získávají v ohromném 
množství jako vedlejší produkt lesního, agrárního, dřevního a papírenského průmyslu [25]. 
Zájem o hemicelulosy jako alternativa petrochemikálií v nedávných letech vzrostl. Využití 
hemicelulos z nízkonákladových odpadních vod a zbytků zemědělských plodin má několik 
výhod – ekologický dopad je minimální a nese s sebou ekonomické výhody. Hemicelulosy 
mohou být využity například v hydrogelech a biologicky rozložitelných bariérových fóliích 
pro balení potravin [26]. 
 
 
3.2.3 Pektin 
 
Základní struktura pektinů je tvořena lineárním řetězcem, který je složen z  25 –
100 jednotek D-galakturonové kyseliny spojených vazbami α-(1→4). Tento polymer se často 
nazývá polygalakturonová kyselina. Jednotky galakturonové kyseliny jsou do různého stupně 
esterifikovány methanolem, některé α-D-galaktopyranuronáty 
nebo methyl-(α-D-galaktopyranuronáty) jsou acetylovány v poloze C-2 nebo C-3. Volné 
karboxylové skupiny kyseliny galakturonové mohou být neutralizovány různými kationy [22]. 
Lineární sekvence jednotek α-D-galakturonové kyseliny jsou ukončeny jednotkou 
α-L-rhamnopyranosy vázané glykosidovou vazbou α-(1→2). Obsah rhamnosy v pektinech 
bývá 1 – 4 %. Tyto polysacharidy (příslušné úseky molekul pektinů) se nazývají 
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rhamnogalakturonany. Pektiny obsahují kromě hlavních řetězců galakturonové kyseliny 
přerušované rhamnosou ještě řadu neutrálních cukrů v postranních řetězcích. V největším 
množství je přítomna L-arabinosa a D-galaktosa, méně často D-xylosa, D-glukosa, 
D-mannosa, L-fruktosa a D-glukonová kyselina, vzácně 2-O-methyl-D-xylosa, 
2-O-methyl-L-fukosa, D-apiosa, 3-C-karboxy-3,5-dideoxy-L-xylosa 
a 2-keto-3-deoxy-D-manno-oktulosonová kyselina [22]. 
Pektiny se nacházejí prakticky ve všech druzích ovoce a zeleniny. Díky svým želírujícím 
schopnostem jsou často používány jako aditiva v potravinářském průmyslu [22, 27]. 
Enzymy, které hydrolyzují pektin, jsou obecně známé jako pektinasy, které zahrnují: 
polygalakturonasy, pektinesterasy a pektátlyasy [28]. 
 
 
Obrázek 3 Základní struktura homogalakturonanu [22] 
 
 
3.2.4 Lignin 
 
Lignin patří mezi třetí nejpočetnější biopolymer na Zemi (po celulose a hemicelulose). 
Jedná se o amorfní heterogenní polyfenolický biopolymer tvořený třemi základními 
monomery – koniferyl alkoholem, sinapyl alkoholem a p-kumaryl alkoholem 
[tyto fenylpropanové jednotky (převládají trans-isomery) jsou nepravidelně vázány 
do trojrozměrných struktur etherovými vazbami (C-O-C) nebo vazbami mezi dvěma atomy 
uhlíku (C-C)]. Vzhledem ke značné složitosti molekuly ligninu (viz Obrázek 4) je obtížné 
určit jeho přesnou chemickou strukturu a molekulovou hmotnost. Biodegradace ligninu 
představuje klíčový krok v koloběhu uhlíku v přírodě [31, 22]. 
Za degradaci ligninu jsou zodpovědné především tři enzymy – ligninperoxidasa, 
mangan-dependentní pexoridasa a lakasa [29]. 
Lignin je jednou z hlavních komponent dřevní hmoty, kde tvoří asi 25 % biomasy. 
V menším množství je lignin součástí vlákniny ovoce, zeleniny a obilovin, v malém množství 
se také vyskytuje i v lihovinách zrajících v dubových sudech, kam se dostává výluhem 
ze dřeva. Během zrání lihovin vznikají z ligninu některé fenolové sloučeniny, 
které se uplatňují jako složky aróma [22]. 
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Obrázek 4 Struktura ligninu a prekurzorů [30] 
 
 
3.3 Enzymy degradující rostlinný materiál 
 
Enzymy byly objeveny ve druhé polovině devatenáctého století a od té doby jsou značně 
využívány v několika průmyslových procesech [32]. 
Enzymy nacházíme ve všech živých systémech a předpokládá se, že i nejjednodušší buňky 
obsahují přes 3 000 enzymů, které řídí rychlosti prakticky všech reakcí 
v nich probíhajících [33]. 
Hlavní degradační cesty lignocelulosy jsou založeny především na působení 
hydrolytických enzymů. U mikroorganismů jsou rozlišovány dva typy extracelulárních 
enzymatických systémů. Hydrolytický systém, který zahrnuje enzymy hydrolasy, jež jsou 
zodpovědné za degradaci celulosy a hemicelulosy, a specifické oxidační extracelulární 
lignolytické enzymy, které depolymerizují lignin. Na degradaci pektinu se podílejí 
pektolytické enzymy [34]. 
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3.3.1 Celulolytické enzymy 
 
Biodegradace celulosy na rozpustné cukry je proces, který je možno uskutečnit 
multienzymovým systémem celulas, který produkují celulolytické mikroorganismy [35].  
Multienzymový systém celulas je složen ze tří hlavních typů celulas [36]: 
• Endoglukanasa (EC 3.2.1.4) 
• Exoglukanasa (EC 3.2.1.91) 
• β-glukosidasa (EC 3.2.1.21) 
Celulolytické enzymy produkují například Alcaligenes faecalis, Cellulomonas fimi, 
Cellulomonas flavigena, Clostridium thermocellum, Clostridium cellulolyticum, Bacillus 
subtilis, Pseudomonas fluorescens, Streptomyces reticuli, Penicillium janthinellum, Erwinia 
chrysanthemi, Thermoanaerobacter sp.… [37]. 
Produkce celulas byla studována na pšeničné slámě pomocí Aspergillus fumigatus [35], 
na různých substrátech pomocí Monascus purpureus [17], na slupkách z pomeranče pomocí 
Fusarium oxysporum, Aspergillus niger, Neurospora crassa a Penicillium decumbens [6]…  
 
3.3.1.1 Endoglukanasa 
 
Endoglukanasy (endogenní enzymy) náhodně hydrolyzují vnitřní vazby celulosového 
řetězce. Štěpí intramolekulární β-(1→4)-D-glykosidové vazby za vzniku glukooligosacharidů 
a cellobiosy [22, 23].  
 
3.3.1.2 Exoglukanasa 
 
Exoglukanasa (exogenní enzym) štěpí přístupné konce molekul celulosy. Degraduje vazby 
β-(1→4) od neredukujícího konce řetězce za vzniku oligosacharidů a cellobiosy [22, 23]. 
 
3.3.1.3 β-Glukosidasa 
 
β-D-glukosidasa odštěpuje z parciálně hydrolyzované celulosy cellobiosu a vyšší 
oligosacharidy hydrolyzuje na β-D-glukosu. Rychlost hydrolýzy se zvyšováním 
polymeračních stupňů substrátu zřetelně klesá [22, 23]. 
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3.3.2 Pektolytické enzymy 
 
Na enzymové hydrolýze pektinů se podílí řada enzymů produkovaných mikroorganismy. 
Enzymy jsou přítomny také v různém ovoci a zelenině [22]. 
Pektolytické enzymy zahrnují [28]: 
• Polygalakturonasy (EC 3.2.1.15) 
• Pektinesterasy(EC 3.1.1.11) 
• Pektátlyasy (EC 4.2.2.2) 
Pektolytické enzymy obvykle působí v kombinaci. Enzym vykazující aktivitu 
pektinesterasy a polygalakturonasy se někde označuje jako pektinasa. Průmyslově používané 
pektinasy jsou bakteriálního původu a mají obvykle také aktivitu lyas, proteas, celulas 
a dalších glykosidas [22]. 
Pektolytické enzymy produkují například Aspergillus niger, Mucor flavus, Bacillus 
licheniformis, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces pastorianus, Fusarium oxysporum, 
Kluyveromyces marxianus, Pichia pinus, Penicillium italicum, Thermoascus auratniacus, 
Erwinia carotovora, Rhodotorula sp.… [38]. 
Produkce pektinas byla studována na odsemeněných slunečnicích a odmaštěných rýžových 
otrubách pomocí Aspergillus niger [39, 40],  na hroznových výliscích pomocí Aspergillus 
awamori [15]… 
 
3.3.2.1 Polygalakturonasy 
 
Polygalakturonasy, zvané též glykosidasy, jsou pektolytické enzymy, které hydrolyzují 
α-(1→4) glykosidovou vazbu. Rozlišují se podle místa, v němž atakují pektinovou molekulu. 
Exo-enzymy odštěpují monomery od konce řetězce, endo-enzymy působí uvnitř řetězce, 
přičemž produktem jsou buď monomery, nebo oligomery s různě dlouhým řetězcem [22]. 
 
 
Obrázek 5 Reakce katalyzovaná polygalakturonasami [38] 
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3.3.2.2 Pektinesterasy 
 
Pektinesterasa, zvaná též pektinmethylesterasa, je esterasa, která patří do skupiny 
hydrolytických enzymů. Katalyzuje deesterifikaci methylesterových vazeb galakturonové 
kostry pektinových látek za vzniku methanolu a pektátu, který je dále štěpen 
polygalakturonasami a lyasami. Způsob účinku pektinesterasy se liší podle jejího původu. 
Mikrobiální pektinesterasa působí multi-řetězcovým mechanismem – náhodně deesterifikují 
methylové skupiny [38]. 
 
 
Obrázek 6 Reakce katalyzovaná pektinesterasami [38] 
 
3.3.2.3 Pektátlyasy 
 
Pektátlyasy se dělí na exo- a endo-enzymy. Degradují esterifikované nebo neesterifikované 
pektiny odlišným mechanismem než glykosidasy, takzvanou β-eliminací. Pektátlyasy jsou 
typické bakteriální enzymy [22]. 
 
 
Obrázek 7 Reakce katalyzovaná pektátlyasami [38] 
 
 
3.3.3 Ligninolytické enzymy 
 
Mezi nejprostudovanější ligninolytické enzymy se řadí ligninperoxidasa (EC 1.11.1.14), 
mangan-dependentní peroxidasa (EC 1.11.1.13) a lakasa (EC 1.10.3.2). Někteří autoři 
také uvádějí mangan-independentní peroxidasy a jiné versatilní peroxidasy [31]. 
S těmito enzymy v biodegradaci ligninu dále spolupracují enzymy, které již nemají 
schopnost rozkládat lignin samy o sobě. Jsou to například glyoxaloxidasa (EC 1.2.3.5), 
superoxiddismutasa (EC 1.15.1.1), glukosaoxidasa (EC 1.1.3.4), arylalkoholoxidasa 
(EC 1.1.3.7) a cellobiosadehydrogenasa (EC 1.1.99.18) [31]. 
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3.3.3.1 Ligninperoxidasa 
 
Ligninperoxidasa (LiP) je glykoprotein s molekulovou hmotnostní v rozmezí 40 – 45 kDa. 
Jedná se o složený protein obsahující hem. V přítomnosti endogenně vytvářeného H2O2 
katalyzuje oxidaci nefenolických aromatických struktur ligninu za vzniku aryl kationtových 
radikálů [31]. 
Během svého katalytického cyklu (viz Obrázek 8) je LiP oxidována H2O2. Dochází 
k odejmutí dvou elektronů z její molekuly a vzniká meziprodukt (sloučenina I), 
který poté oxiduje substrát odstraněním jednoho elektronu za vzniku redukovanějšího 
enzymového meziproduktu (sloučenina II). Tento meziprodukt pak oxiduje další molekulu 
substrátu odejmutím jednoho elektronu, čímž se enzym vrací do svého původního stavu. 
V přítomnosti nízké koncentrace substrátu a nadbytku H2O2 může být sloučenina II 
díky své vysoké reaktivitě s H2O2 přeměněna na neaktivní formu enzymu 
(sloučenina III) [31]. 
Inaktivaci enzymu v nadbytku H2O2 brání aromatické látky jako například veratyl alkohol 
a tryptofan. Pokud jsou tyto sloučeniny s protektivním účinkem přítomny, stávají 
se pro sloučeninu II vhodnějším substrátem a umožní dokončení katalytického cyklu LiP [31]. 
Produkce LiP byla poprvé popsána u Phanerochaete chrysosporium [41]. 
 
 
Obrázek 8 Katalytický cyklus ligninperoxidasy [31] 
 
3.3.3.2 Mangan-dependentní peroxidasa 
 
Mangan-dependentní peroxidasa (MnP) je extracelulární hem-obsahující peroxidasa, 
která katalyzuje H2O2-dependentní oxidaci Mn2+ na vysoce reaktivní Mn3+. Kation Mn3+ 
pak následně oxiduje fenolické části ligninu za vzniku volných radikálů. MnP je často 
produkována ve formě četných izoenzymů, jejichž molekulová hmotnost se pohybuje 
v rozmezí 45 – 55 kDa. Izoenzymy MnP se liší zejména v izoelektrických bodech, 
které se nachází spíše v kyselé oblasti (pH 3 – 4) [31]. 
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Katalytický cyklus MnP (viz Obrázek 9) zahrnuje jak nativní formu enzymu obsahující 
kation Fe3+, tak reaktivní meziprodukty (sloučenina I, sloučenina II). Na rozdíl od jiných 
peroxidas preferuje MnP jako substrát Mn2+. Kation Mn2+ vystupuje jako donor 
jednoho elektronu a je oxidován na Mn3+. Reaktivní Mn3+ je stabilizován karboxylovými 
kyselinami (šťavelová, malonová, mléčná) [31]. 
 
 
Obrázek 9 Katalytický cyklus mangan-dependentní peroxidasy [42] 
 
MnP je produkována houbami třídy Basidiomycetes. Doposud nebyla zjištěna produkce 
bakteriemi, plísněmi ani kvasinkami [42]. 
Mezi producenty MnP patří například Abortiporus biennis, Auricularia sp., 
Bjerkandera sp., Cyathus stercoreus, Flavodon flavus, Lentinula edodes, Marasmus 
quercophilus, Nematoloma frowardii, Panus tigrinus, Phlebia radiata, Rigidoporus lignisus, 
Stropharia coronilla, Trametes gibbona, Trametes trogii… [42, 43, 44, 45]. 
 
3.3.3.3 Lakasa 
 
Lakasa představuje nespecifický enzym s molekulovou hmotností v rozmezí 60 –
70 kDa [31]. 
Lakasa patří do skupiny oxidas obsahujících měď (4 atomy mědi v oxidačním stavu 2+), 
které katalyzují čtyř-elektronovou redukci kyslíku na vodu. Katalyzuje oxidaci ortho- a para-
difenolů, polyfenolů, aminofenolů, aryl diaminů, diaminů… Kromě toho lakasa hub 
katalyzuje demethylační reakce, což je důležitý a počáteční krok biodegradace řetězce 
polymerů [31, 46]. 
Lakasa byla prvně objevena u Rhus vernicifera (strom v Japonsku). Pravděpodobně první 
zmínka o přítomnosti lakasy u hub pochází z Laborde v 1987 [47]. 
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Mezi producenty lakasy patří například Trametes villosa, Trametes sanguinea, Rhizoctonia 
solani, Agaricus bisporus, Pycnoporus cinnabarinus, Pleuritis ostreatus, Neurospora crassa, 
Coriolus hirsutus, Phlebia radiata, Coprinus congregatus, Mauginiella sp., Volvariella 
volvacea [48]. 
 
3.3.3.4 Versatilní peroxidasa 
 
Versatilní peroxidasa je schopna katalyzovat jak redoxní reakce typické pro LiP, 
to jest oxidaci nefenolických aromatických substrátů za vzniku aromatických radikálů, 
tak reakce typické pro MnP, to jest oxidaci Mn2+ na Mn3+. Katalytické vlastnosti versatilní 
peroxidasy vedly k označení tohoto enzymu jako LiP-MnP hybrid. Produkce tohoto enzymu 
nebyla zatím detailně studována [31]. 
Versatilní peroxidasa byla jako ligninolytický enzym poprvé popsána u houby Pleurotus 
eryngii [41]. 
 
 
3.3.4 Uplatnění ligninolytických enzymů v degradaci organopolutantů 
 
Schopnost hub transformovat a/nebo mineralizovat široké spektrum organopolutantů byla 
popsána v řadě studiích. Biodegradačních procesů se ve většině případů přímo účastní 
ligninolytické enzymy [31]. 
Bylo zjištěno, že některé druhy hub mohou rozkládat nebezpečné aromatické 
nitrosloučeniny, nebo se uplatňovat při biodegradaci polychlorovaných bifenylů 
a polycyklických aromatických uhlovodíků (například acenaftalen, acenaftylen, anthracen, 
fluoren). Také mají schopnost účinně degradovat syntetická barviva [31]. 
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3.4 Způsoby kultivace používané při degradaci odpadů rostlinného původu 
 
Mikroorganismy se kultivují z různých důvodů. Může to být zachycení v určitém prostředí, 
izolace, identifikace, zkoumání jejich metabolismu, anebo získání velkého množství biomasy, 
či metabolitu. Podle účelu se volí vhodný způsob kultivace (viz Obrázek 10) [49]. 
Jednotlivé způsoby kultivace se odlišují nejen technikou, ale mikroorganismy kultivované 
rozdílnými způsoby mají odlišné morfologické a fyziologické vlastnosti [49]. 
 
 
Obrázek 10 Typy kultivací [49] 
 
 
3.4.1 Statická – povrchová kultivace 
 
O statické kultivaci mluvíme tehdy, jestliže například médium v kultivační baňce 
zaočkujeme kulturou a potom tuto nádobu necháme inkubovat zcela v klidu při určité teplotě 
a po danou dobu [50].  
Při statické fermentaci se do fermentoru vloží fermentační médium a inokulum 
a při zvolených reakčních  podmínkách zde roste biomasa, případně dochází k produkci 
žádaných metabolitů. Po dosažení určených parametrů nebo spotřebování substrátu se proces 
přeruší, fermentor se vyprázdní  a připraví pro novou vsádku [51].  
 
3.4.1.1 Stacionární kultivace – Solid state fermentation 
 
Pojem SSF označuje kultivaci mikroorganismů na zvlhčeném pevném substátu 
bez přítomnosti volné vody – to znamená, že průměrná aktivita vody je pod hodnotou 1 [52]. 
Substráty, které se nejčastěji používají, mohou být rozděleny na tři skupiny: škrobnaté 
substráty (rýže, maniok, pšeničné a rýžové otruby, semínka pohanky, kukuřičná mouka), 
celulosy nebo lignocelulosy (pšeničná sláma, pšeničné otruby, kukuřice, dřevo) a substráty 
s rozpustnými cukry (hroznové výlisky, čirok, cukrová řepa, ananasový odpad, lusk 
rohovníku a dužina kávovníku) [53]. 
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Nový zájem o tuto techniku spočívá v tom, že je vhodná pro proces, který zahrnuje 
bioremediaci nebo biodegradaci toxických sloučenin, detoxikaci zemědělských odpadů, 
biotransformaci plodin… Kromě toho je SSF úspěšně aplikována v přípravě nových vysoce 
hodnotných produktů, jako jsou sekundární metabolity (pigmenty, karotenoidy, vitaminy, 
hormony, gibereliny, antibiotika, toxiny…), organické kyseliny (kyselina citronová a mléčná), 
pesticidy, aromatické sloučeniny a enzymy (celulolytické, pektolytické enzymy, MnP, lakasa, 
amylasa, proteasa, lipasa, glykosidasa…)  [8, 10, 54, 55, 56, 57, 58]. 
Pro získání výše zmíněných produktů jsou používány především plísně (některé druhy 
Aspergillus, Rhizopus, Mucor, Trichoderma, Monilia, Penicillium), kvasinky (Saccharomyces 
cerevisiae) a některé rody bakterií (Bacillus subtilis, Lactobacillus plantarum, 
Propionimacterium shermanii) (viz Tabulka 5) [53]. 
 
Tabulka 5 Hlavní skupiny mikroorganismů uplatňující se v SSF [54] 
 
Mikroflóra SSF 
Bacillus sp. Kompostování, amylasa 
Pseudomonas sp. Kompostování Bakterie 
Lactobacillus sp. Silážování, potrava 
Endomicopsis burtonii Maniok, rýže 
Kvasinky 
Saccharomyces cerevisiae Potrava, ethanol 
Aspergillus niger Krmivo, proteiny, amylasa, kyslina citronová 
Plísně 
Fusarium sp. Kompostování, gibereliny 
 
Výhodou kultivace SSF proti kultivaci submerzní je vyšší výtěžnost, kratší časová perioda, 
lepší cirkulace kyslíku, snadnější downstream proces, použití bioreaktorů menší velikosti… 
[53, 55]. 
 
3.4.1.2 Submerzní kultivace 
 
Při submerzní kultivaci (někdy se označuje jako hloubková) se mícháním 
a provzdušňováním dosahuje homogenní růst populace mikroorganismů v celém objemu 
kultivačního média. Tím nastává intenzivnější rozmnožování, maximálně se využívají živiny 
a zvyšuje se množství produktů, které se získají za kratší čas. Po čas submerzní kultivace 
se plynule mění složení kultivačního média, mění se počet, hmotnost a morfologie 
buněk [49]. 
Submerzní kultivace se využívá k získání většího množství biomasy, například při výrobě 
krmného droždí nebo k produkci užitečných metabolitů jako třeba antibiotik, aminokyselin, 
vitaminů, enzymů (celulasy, pectinasy, glukoamylasy, xylanasy…) [49, 50, 60, 61]. 
 
27 
 
3.4.2 Kontinuální kultivace 
 
Při kontinuální fermentaci do fermentoru nepřetržitě přivádíme substráty a živiny 
a z fermentoru nepřetržitě odvádíme výstupní kapalinu s biomasou, nespotřebované substráty 
a živiny, případně metabolické produkty [51]. 
Výhody kontinuálních fermentací spočívají zejména v tom, že odpadají ztrátové časy 
na opakované plnění a vyprazdňování fermentoru, jeho čištění a sterilizaci. Použití 
kontinuální fermentace je výhodné tam, kde technologie nevyžaduje změny reakčních 
podmínek během fermentačního procesu, jako jsou výroby biomasy a primárních 
metabolitů [51]. 
Kontinuální jednostupňová fermentace je nevhodná pro procesy, kde tvorba žádaného 
produktu probíhá odděleně a za jiných podmínek, než které jsou vhodné pro růstovou fázi, 
jako je tomu například u výrob některých sekundárních metabolitů [51]. 
 
 
3.5 Mikroorganismy využívající se při degradaci odpadů rostlinného původu 
k produkci technologicky významných enzymů 
 
Při odbourání rostlinného materiálu v přírodě hrají významnou roli mikroorganismy, 
jako jsou například některé kvasinkovité mikroorganismy, houby a bakterie. 
Z mikroorganismů byli vybráni zástupci dvou rodů, kteří produkují výše zmíněné enzymy 
a kteří byli použiti v experimentální části ke studiu produkce celulolytických, pektolytických 
enzymů a mangan-dependentní peroxidasy. 
 
 
3.5.1 Aspergillus niger 
 
Aspergillus niger je taxonomicky řazen do Ascomycetes [61]. 
Jelikož je Aspergillus niger hojně rozšířen v přírodě, setkáváme se s ním často 
v mikrobiologické laboratoři  při vyšetřování potravin [62]. 
Teplotní optimum pro růst Aspergillus niger je okolo 35 – 37 °C (minimum 6 – 8 °C, 
maximum 45 – 47 °C) [61]. Hodnoty pH pro jeho růst udává Tabulka 6.  
 
Tabulka 6 Hodnoty pH pro růst mikroorganismu [62] 
 
pH 
Mikroorganismus 
Minimální Optimální Maximální 
Aspergillus niger 1,2 3,0 – 8,0 11,0 
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Aspergillus niger má značný biotechnologický význam, neboť se používá při výrobě 
kyseliny citronové, kyseliny gallové, glukonové, fumarové a šťavelové. Rovněž slouží 
k přípravě  amylolytických, proteolytických, pektolytických, celulolytických, lipolytických 
enzymů. Produkuje nebezpečné mykotoxiny. Také má schopnost produkovat pululan 
4-glukanohydrolasu, glyoxalasu. Současně může degradovat plasty [4, 6, 50, 63, 64]. 
 
 
3.5.2 Aureobasidium pullulans 
 
Synonyma [65]: 
Dematium pullulans   Dematoideum nigrescens 
Pullularia pullulans   Candida malicola 
Aureobasidium vitis   Pullularia fermentans 
Torula schoenii    Hormonem pullulans 
 
Aureobasidium pullulans projevuje mnohé známky bazidiomycét, ale i přesto se mluví 
o jeho příslušnosti k Ascomycetes. Po morfologické stránce tvoří tento rod přechod 
mezi kvasinkami a plísněmi, neboť některé kmeny produkují velké množství kvasinkovitých 
buněk a vzdušné mycelium není téměř přítomno. Aureobasidium pullulans se často vyskytuje 
jako vzdušná kontaminace [65, 62]. 
Aureobasidium pullulans syntetizuje směs extracelulárních polysacharidů na různých 
sacharidových prostředích. Tato směs se skládá z pululanu, β-glukanu a z kyselého 
polysacharidu anebo směsi polysacharidů obsahujících glukosu, manosu, galaktosu a kyselinu 
hexuronovou [65]. 
Aureobasidium je bohaté na různé hydrolytické enzymy. Má schopnost rozkládat celulosu, 
hemicelulosu, xylany a lignin. Rozkládá také škrob, kaprolaktám s nízkou relativní 
molekulovou hmotností, rozmnožuje se na rostlinných a živočišných odpadech a produkuje 
přitom pululan (optimální pH na jeho produkci je asi 4,5, přičemž jeho produkce není úměrná 
produkci biomasy) a melanin [65, 66]. 
Polygalakturonasa (relativní molekulová hmotnost 42 000) izolovaná z Aureobasidium 
pullulans je aktivní při pH 4,5 a stabilní v rozmezí pH 4 – 6 [65]. 
Aktivita  Aureobasidium pullulans je často škodlivá, protože rozkládá barviva, rozrušuje 
elektrické kabely, narušuje optiku… To jsou důvody, proč se věnuje v kvasném průmyslu, 
v zemědělství, při čištění odpadních vod a podobně tomuto organismu zvýšená 
pozornost [65]. 
Bylo prokázáno, že Aureobasidium pullulans produkuje na batátech (sladké brambory) 
pululan a při kultivaci způsobem SSF celulolytické a hemicelulolytické enzymy [67, 68]. 
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
 
4.1 Použité přístroje 
 
• Analytické váhy – AND GR-202-EC; Japonsko 
• Fotoaparát – Panasonic DMC-LS75; Čína 
• Mikrocentrifuga – Eppendorf microcentrifuge 5417R; Německo 
• Očkovací box – BIOAIR EuroClone; Itálie 
• pH metr – inoLab pH 720, Merci s.r.o.; Brno 
• Spektrofotometr – UV/VIS HELIOS DELTA; Anglie 
• Spektrofotometr – SPEKOL 1300, Analytik Jena AG; Německo 
• Světelný mikroskop s kamerou – Merci s.r.o.; Brno 
• Termostat – LTE SCIENTIFIC LTD; Anglie 
• Třepačka – KS 130 B-IKA; Německo 
• Váhy – Scaltec SAS 50; USA 
• Vařič – ETA; Milovice nad Bečvou 
• Vodní lázeň – Polystat cc1; Merci s.r.o.; Brno 
• Wortex – Heidolph, REAX top; Německo 
 
4.2 Použité chemikálie 
 
• ABTS: C18H18N4O6S4·2H3N – Sigma, Německo 
• Agar – HiMedia, Indie 
• Albumin – Serva, Německo 
• Destilovaná voda: H2O – Fakulta chemická VUT, Brno 
• Dihydrogenfosforečnan draselný: KH2PO4 – Lachema, Brno 
• Ethanol: C2H5OH – Merci, s.r.o, Brno 
• Glukosa: C6H12O6 – Lachema, Brno 
• Hydrogenarseničnan sodný heptahydrát: Na2HAsO4·7H2O – Lachema, Brno 
• Hydrogenuhličitan sodný: NaHCO3 – Lachema, Brno 
• Hydroxid sodný: NaOH – Lach-Ner, s.r.o., Neratovice 
• Chlorid manganatý tetrahydrát: MnCl2·4H2O – Lachema, Brno 
• Chlorid vápenatý dihydrát: CaCl2·2H2O – Lach-Ner, s.r.o., Neratovice 
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• Karboxymethylcelulosa – Serva, Německo 
• Kyselina D-galaktopyranuronová: C6H10Na2O10S1 – Fluka, Švýcarsko 
• Kyselina jablečná: C4H6O5 – Sigma, Německo 
• Kyselina octová: CH3COOH – Penta, Chrudim 
• Kyselina sírová: H2SO4 – Merci, s.r.o, Brno 
• Kvasničný autolyzát – HiMedia, Indie 
• Molybdenan amonný tetrahydrát: (NH4)6Mo7O24·4H2O – Lachema, Brno 
• Octan sodný: CH3COONa·3H2O – Lachema, Brno 
• Peroxid vodíku: H2O2 – Sigma, Německo 
• Síran amonný: (NH4)2SO4 – Lachema, Brno 
• Síran hořečnatý: MgSO4 – Lach Ner, Neratovice  
• Síran hořečnatý heptahydrát: MgSO4·7H2O  – Lach-Ner, s.r.o., Neratovice  
• Síran manganatý monohydrát: MnSO4·H2O – Lach-Ner, s.r.o., Neratovice 
• Síran měďnatý pentahydrát: CuSO4·5H2O – ML chemica, Troubsko 
• Síran sodný: Na2SO4 – Lachema, Brno 
• Síran železitý: Fe2(SO4)3 – Lach-Ner, s.r.o., Neratovice 
• Uhličitan sodný: Na2CO3 – Lachema, Brno 
• Vinnan draselno-sodný tetrahydrát: C2H4O6KNa·4H2O – Lachema, Brno 
 
4.3 Použité substráty 
 
• 1% roztok karboxymethylcelulosy (CMC) v 0,1 M octanovém pufru o pH 5,4 
• 0,5% roztok pektanu sodného v 0,1 M octanovém pufru o pH 4,2 
• 1 mM roztok ABTS 
• 0,2 mM roztok H2O2 
 
4.4 Použitý materiál na kultivaci 
 
• Sušené slupky z mandarinek – Clementina, ročník 2009 (původ: Španělsko)  
• Hroznové výlisky bílé – Müller thurgau, ročník 2008 (původ: Chvalovice, CZ) 
• Hroznové výlisky červené – Frankovka modrá, ročník 2008 (původ: Šintava, SK) 
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4.5 Použité mikroorganismy 
 
Aspergillus niger (CCM-F 8189) 
Použitý kmen pochází z České sbírky mikroorganismů (Masarykova Univerzita v Brně). 
Příprava inokula probíhala na sladinových agarových plotnách. Mikroorganismus se nechal 
5 dní narůst v termostatu při 25 °C. 
 
Aureobasidium pullulans (CCY 27-1-115) 
Použitý kmen pochází ze Zbierky kultúr kvasiniek (Chemický ústav SAV v Bratislavě). 
Příprava inokula probíhala na sladinových agarových plotnách. Mikroorganismus se nechal 
5 dní narůst v termostatu při 30 °C. 
 
Původní směsná kultura 
Jedná se o směs mikroorganismů, která se přirozeně vyskytuje na povrchu použitého 
materiálu na kultivaci. 
 
4.6 Příprava roztoků 
 
4.6.1 Příprava Somogyiho činidel 
 
Somogyi I: 12 g C2H4O6KNa·4H2O, 16 g NaHCO3 a 18 g Na2CO3 bylo rozpuštěno 
v 200 ml destilované vody. 144 g Na2SO4 bylo za stálého míchání a mírného zahřívání 
po malých dávkách rozpuštěno v 600 ml destilované vody. Po rozpuštění všech látek byly oba 
roztoky následně smíchány. 
 
Somogyi II: 4 g CuSO4·5H2O, 36 g Na2SO4 (bezvodý) bylo rozpuštěno v 200 ml 
destilované vody. 
 
Nelson: 25 g (NH4)6Mo7O24·4H2O bylo rozpuštěno v 450 ml destilované vody, poté bylo 
přidáno 21 ml koncentrované H2SO4. Po promíchání byl přidán roztok 3 g Na2HAsO4·7H2O 
rozpuštěný v 25 ml destilované vody. Připravený roztok byl na 48 hodin umístěn 
do termostatu při teplotě 37 °C. 
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4.6.2 Příprava základního roztoku octanu sodného (koncentrace 0,2 M) 
 
Roztok 0,2 M octanu sodného byl připraven rozpuštěním 27,2 g C2H3O2Na·3H2O 
v destilované vodě.  Získaný roztok byl v odměrné baňce doplněn na objem 1000 ml 
destilovanou vodou. 
 
4.6.3 Příprava 1% roztoku karboxymethylcelulosy v 0,1 M octanovém pufru o pH 5,4 
 
1% roztok CMC v 0,1 M octanovém pufru o pH 5,4 byl připraven postupným přisypáním 
1 g CMC za intenzivního míchání ke 40 ml destilované vody. Po rozpuštění bylo přidáno 
41,2 ml 0,2 M roztoku octanu sodného a pH bylo upraveno 99% kyselinou octovou na 5,4. 
Roztok byl poté doplněn destilovanou vodou na 100 ml. 
 
4.6.4 Příprava 0,5% roztoku pektanu sodného v 0,1 M octanovém pufru o pH 4,2 
 
0,5% roztok pektanu sodného v 0,1 M octanovém pufru o pH 4,2 byl připraven 
rozpuštěním 0,5 g polygalakturonové kyseliny v 50 ml destilované vody za intenzivního 
míchání. Poté bylo přidáno 13,2 ml 0,2 M roztoku octanu sodného a pH bylo upraveno 99% 
kyselinou octovou na 4,2. Získaný roztok byl v odměrné baňce doplněn na 100 ml 
destilovanou vodou. 
 
4.6.5 Příprava 1mM ABTS 
 
Roztok 1 mM ABTS byl připraven rozpuštěním 0,055 g ABTS v destilované vodě. 
Získaný roztok byl v odměrné baňce doplněn na objem 100 ml destilovanou vodou. 
 
4.6.6 Příprava 0,2 mM H2O2 
 
Roztok 0,02 mM H2O2 byl připraven rozpuštěním 0,0068 g H2O2 v destilované vodě. 
Získaný roztok byl v odměrné baňce doplněn na objem 1 000 ml destilovanou vodou. 
 
4.6.7 Příprava 0,5 mM MnCl2 
 
Roztok 0,05 mM MnCl2 byl připraven rozpuštěním 0,09895 g MnCl2 v destilované vodě. 
Získaný roztok byl v odměrné baňce doplněn na objem 1 000 ml destilovanou vodou. 
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4.6.8 Příprava kultivačního bezuhlíkatého média I 
 
1 g (NH4)2SO4, 0,1 g KH2PO4, 0,05 g MgSO4 a na špičku nože kvasničného autolyzátu 
bylo doplněno na objem 100 ml destilovanou vodou, pH roztoku bylo upraveno 
0,1 M roztokem Na2CO3 na hodnotu 5,6. Poté se provedla sterilizace v proudící páře 
při 100 °C po dobu 20 minut. 
 
4.6.9 Příprava kultivačního LBM média 
 
1 g KH2PO4, 0,5 g C2H4O6KNa·4H2O, 0,5 g MgSO4·7H2O, 0,01 g CaCl2·2H2O, 0,01 g 
kvasničného extraktu, 0,001 g CuSO4·5H2O, 0,001 g Fe2(SO4)3 a 0,001 g MnSO4·H2O bylo 
doplněno na objem 100 ml destilovanou vodou. Poté se provedla sterilizace v proudící páře 
při 100 °C po dobu 20 minut. 
 
4.6.10 Příprava kultivačního bezuhlíkatého média II 
 
0,01 g CaCl2·2H2O, 0,001 g CuSO4·5H2O, 0,001 g Fe2(SO4)3, 0,001 g MnSO4·H2O, 10 g 
(NH4)2SO4, 1 g KH2PO4, 0,5 g MgSO4 a na špičku nože kvasničného autolyzátu bylo 
doplněno na objem 1 000 ml destilovanou vodou, pH roztoku bylo upraveno 0,1 M roztokem 
Na2CO3  na hodnotu 6,8. Poté se provedla sterilizace v proudící páře při 100 °C po dobu 
20 minut. 
 
4.6.11 Příprava 0,1 M Na2CO3 
 
Roztok 0,1 M Na2CO3 byl připraven rozpuštěním 3,02 g Na2CO3 v destilované vodě. 
Získaný roztok byl v odměrné baňce doplněn na objem 200 ml destilovanou vodou. 
 
4.6.12 Příprava sladinových agarových ploten 
 
Použitá sladina byla získána z pivovaru Starobrno, a.s.. Byla zředěna vodou na 7 
hmotnostních procent extraktu, pH bylo upraveno na hodnotu 5,6 0,1 M roztokem Na2CO3. 
Pro přípravu agarových ploten byla použita upravená sladina s přísadou 2 % agaru.  
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4.7 Pracovní postupy při provádění jednotlivých metod 
 
Kultivace byla prováděna na různých médií: 
- Kolona se slupkami z mandarinek 
- Kolona s bílými hroznovými výlisky 
- Kolona s červenými hroznovými výlisky 
- Erlenmeyerova baňka se slupkami z mandarinek 
- Erlenmeyerova baňka s bílými hroznovými výlisky 
- Erlenmeyerova baňka s červenými hroznovými výlisky 
 
Kolona byla naplněna materiálem ke kultivaci a vysterilizována. Poté byla zvlhčena 10 ml 
sterilního bezuhlíkatého média I (pro stanovení celulolytické a polygalakturonasové aktivity, 
množství bílkovin a redukujících látek), 10 ml sterilního LBM média (pro stanovení 
mangan-dependentní peroxidasové aktivity 1. způsobem), 10 ml sterilního bezuhlíkatého 
média II (pro stanovení mangan-dependentní peroxidasové aktivity 2. způsobem) 
a zaočkována daným mikroorganismem. Kultivace probíhala stacionárně při laboratorní 
teplotě. 
Erlenmeyerova baňka (EB) (100 ml) byla naplněna materiálem ke kultivaci 
a vysterilizována. Poté byla zvlhčena 30 ml sterilního bezuhlíkatého média I (pro stanovení 
celulolytické a polygalakturonasové aktivity, množství bílkovin a redukujících látek), 30 ml 
sterilního LBM média (pro stanovení mangan-dependentní peroxidasové aktivity 1. 
způsobem), 30 ml sterilního bezuhlíkatého média II (pro stanovení mangan-dependentní 
peroxidasové aktivity 2. způsobem) a zaočkována daným mikroorganismem. Kultivace 
probíhala submerzně na třepačce při laboratorní teplotě. 
Po zaočkování daným mikroorganismem byla v časových intervalech 1., 2., 3., 4., 7., 8., 9., 
10. den sledována celulolytická, polygalakturonasová a mangan-dependentní peroxidasová 
aktivita, množství redukujících látek a bílkovin. 
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4.7.1 Stanovení kalibračních křivek 
 
4.7.1.1 Stanovení kalibrační křivky glukosy 
 
Pro sestrojení kalibrační křivky glukosy byl použit základní roztok glukosy o koncentraci 
1 µmol·l-1. Z tohoto roztoku byla připravena kalibrační řada 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 a 1 µmol·l-1. 
Do každé zkumavky byl potom přidán 1 ml Somogyiho činidla (I + II v poměru 4:1). 
Zkumavky byly 10 minut povařeny a ochlazeny na laboratorní teplotu. Pak byl přidán 1 ml 
Nelsonova činidla. Obsah zkumavek byl zředěn 7 ml destilované vody, promíchán a následně 
byla na spektrofotometru změřena absorbance při vlnové délce 530 nm proti blanku (blank 
obsahoval místo vzorku 1 ml destilované vody). 
 
Graf 1 Kalibrační křivka glukosy 
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4.7.1.2 Stanovení kalibrační křivky D-galaktopyranuronové kyseliny 
 
Pro sestrojení kalibrační křivky byl použit základní roztok kyseliny 
D-galaktopyranuronové o koncentraci 1 µmol·ml-1. Z tohoto roztoku byla připravena 
kalibrační řada 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 a 1 µmol·ml-1. Do zkumavek byl přidán 1 ml Somogyiho 
činidla (I + II v poměru 4:1), zkumavky byly 10 minut povařeny, následně ochlazeny. 
Poté byl přidán 1 ml Nelsonova činidla. Obsah zkumavek byl zředěn 7 ml destilované vody, 
promíchán a byla na spektrofotometru změřena absorbance při vlnové délce 530 nm 
proti blanku (blank obsahoval místo vzorku 1 ml destilované vody). 
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Graf 2 Kalibrační křivka kyseliny D-galaktopyranuronové 
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4.7.1.3  Stanovení kalibrační křivky albuminu 
 
Pro sestrojení kalibrační křivky byl použit základní roztok albuminu o koncentraci 
4 mg·ml-1. Z tohoto roztoku byla připravena kalibrační řada 0,4; 0,8; 1,2; 1,6; 2,0 
a 4,0 mg·ml-1.Do sedmi zkumavek byly napipetovány objemy podle následující tabulky 
(viz Tabulka 7). Zkumavky byly poté 10 minut povařeny, následně ochlazeny a do každé 
bylo přidáno 250 µl 25% roztoku CuSO4·5H2O, obsah zkumavek byl promíchán, zfiltrován 
a následně byla na spektrofotometru změřena absorbance při vlnové délce 550 nm 
proti blanku (blank obsahoval místo vzorku 4 ml destilované vody). 
 
Tabulka 7 Kalibrační křivka albuminu 
 
Roztok albuminu 
[ml] 0,0 0,4 0,8 1,2 1,6 2,0 4,0 
Voda [ml] 4,0 3,6 3,2 2,8 2,4 2,0 0,0 
10 M NaOH [ml] 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 
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Graf 3 Kalibrační křivka albuminu 
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4.7.2 Stanovení celulolytické aktivity v kultivačním bezuhlíkatém médiu I 
 
Do zkumavek umístěných ve vodní lázni, vytemperované na 50 °C, byl napipetován 1 ml 
substrátu CMC, pak byl přidán 1 ml eluátu či supernatantu z kultivační suspenze. 
Ihned po promíchání bylo odpipetováno 500 µl směsi do předem připravených zkumavek 
s 500 µl Somogyiho činidla (I + II v poměru 4:1). Takto připravené zkumavky byly 
při stanovení použity jako slepý vzorek. 
Zbytek směsi CMC a eluátu či supernatantu byl ponechán 1 hodinu ve vodní lázni 
a poté bylo po 500 µl napipetováno do připravených zkumavek se směsí Somogyiho činidla 
(I + II v poměru 4:1). Všechny zkumavky byly 10 minut povařeny na vodní lázni a následně 
ochlazeny na laboratorní teplotu, poté bylo přidáno 500 µl Nelsonova činidla a 3,5 ml 
destilované vody, obsah zkumavek byl promíchán a na spektrofotometru byla změřena 
absorbance při vlnové délce 530 nm proti blanku. 
 
4.7.3 Stanovení polygalakturonasové aktivity v bezuhlíkatém kultivačním médiu I 
 
K 1 ml roztoku substrátu (0,5% roztok pektanu sodného v 0,1 M octanovém pufru) byl 
přidán 1 ml eluátu či supernatantu z kultivační suspenze. Z reakční směsi byly v časových 
intervalech 0 a 60 minut odebrány alikvoty 500 µl do předem připravených zkumavek 
s 500 µl Somogyiho činidla (I + II v poměru 4:1). Zkumavky se vzorkem odebraným 
v 0. minutě byly při stanovení použity jako slepý vzorek. Zkumavky byly následně 10 minut 
povařeny na vodní lázni, ochlazeny na laboratorní teplotu a poté k nim bylo přidáno 500 µl 
Nelsonova činidla a 3,5 ml destilované vody. Absorbance byla měřena na spektrofotometru 
při vlnové délce 530 nm proti blanku. 
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4.7.4 Stanovní MnP aktivity v kultivačním LBM médiu 
 
600 µl enzymového extraktu, 300 µl 0,2 M octanového pufru a 100 µl substrátu 
1mM ABTS bylo smícháno a poté byla na spektrofotometru proměřena absorbance při vlnové 
délce 420 nm proti blanku (blank obsahoval enzymový extrakt, který byl 5 minut povařen). 
 
4.7.5 Stanovní MnP aktivity v kultivačním bezuhlíkatém médiu II 
 
100 µl enzymového extraktu, 500 µl 50 mM sodno-malonátového pufru, 100 µl substrátu 
0,2 mM H2O2 a 300 µl 0,5 mM MnCl2 bylo smícháno a poté byla na spektrofotometru 
proměřena absorbance při vlnové délce 270 nm proti blanku (blank obsahoval enzymový 
extrakt, který byl 5 minut povařen). 
 
4.7.6 Stanovení extracelulárních bílkovin v kultivačním bezuhlíkatém médiu I 
 
Princip stanovení extracelulárních bílkovin spočívá v tom, že se alkalickou hydrolýzou 
uvolní rozpustné bílkoviny do roztoku, v němž se následně detekují Biuretovou reakcí. 
Tato reakce je založena na tvorbě komplexů Cu2+ s polypeptidickými řetězci bílkovin, 
za kterou jsou odpovědny peptidické vazby [69]. 
Zkumavky s 250 µl kultury, 500 µl 10 M NaOH a 3,5 ml destilované vody byly povařeny 
10 minut na vodní lázni, poté ochlazeny na laboratorní teplotu a bylo k nim přidáno 250 µl 
25% CuSO4·5H2O. Po promíchání byla na spektrofotometru měřena absorbance při 550 nm 
proti blanku (blank obsahoval místo vzorku destilovanou vodu). 
 
4.7.7 Stanovení redukujících látek  (v kultivačním bezuhlíkatém médiu I) 
 
Stanovení redukujících látek bylo provedenou metodou Somogyiho-Nelsona, která je 
založena na redukci vhodného oxidačního činidla poloacetalovou skupinou cukrů. 
Nejpřesnější metody jsou založeny na redukci měďnatých sloučenin pomocí Somogyiho 
činidla a následné kolorimetrii barevného komplexu vzniklé měďnaté sloučeniny 
s arsenomolybdenanovým činidlem podle Nelsona [70]. 
Do zkumavek bylo napipetováno po 500 µl Somogyiho činidla (I + II v poměru 4:1), 
přidáno 500 µl eluátu z kolony či supernatantu z Erlenmeyerovy baňky. (Supernatant byl 
získán odebráním kultivačního média, které bylo 3 minuty centrováno – 
10 000 otáček/minutu při 22 °C. Supernatant je tekutina nacházející se nad sedimentem.) 
Zkumavky byly 10 minut povařeny na vodní lázní, poté ochlazeny na laboratorní teplotu, 
následně bylo přidáno 500 µl Nelsonova činidla a obsah zkumavek byl zředěn 3,5 ml 
destilované vody, promíchán a poté byla změřena absorbance na spektrofotometru 
proti blanku při vlnové délce 530 nm proti blanku (blank obsahoval místo kultivačního média 
destilovanou vodu). 
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5 VÝSLEDKY A DISKUZE 
 
Pro sledování produkce extracelulární celulolytické, polygalakturonasové 
a oxidoreduktasové aktivity pomocí vybraných mikroorganismů byly jako substrát zvoleny 
slupky z mandarinek a hroznové výlisky bílé a červené jakožto odpadní materiál rostlinného 
původu. Jako testované mikroorganismy byly zvoleny kmeny Aspergillus niger 
(CCM-F 8189), zástupce třídy Ascomycetes, Aureobasidium pullulans (CCY 27-1-115), 
zástupce třídy Basidiomycetes, a také původní směsná kultura, která kolonizuje použité 
odpadní materiály. Tyto mikroorganismy byly vybrány na základě literatury, 
jelikož u nich byla prokázána produkce celulolytických a pektolytických enzymů [6, 38, 39, 
40, 65, 68]. 
Kultivace byla prováděna v koloně (způsobem SSF) a Erlenmeyerově baňce (způsobem 
submerzním – SmF) po dobu 10 dní, během nichž byly v určitých časových intervalech 
(1., 2., 3., 4., 7., 8., 9., 10. den) odebírány vzorky a v získaném eluátu či supernatantu byla 
zjišťována celulolytická, polygalakturonasová a mangan-dependentní peroxidasová aktivita, 
množství extracelulárních bílkovin a redukujících látek.  Kultivace probíhala při laboratorní 
teplotě. 
Studium bylo rozvrženo na tři fáze: 
1) V první fázi byly použity všechny uvedené mikroorganismy a odpadní materiály. Byla 
sledována celulolytická a polygalakturonasová aktivita, množství extracelulárních 
bílkovin a redukujících látek na odpadním materiálu zvlhčeném bezuhlíkatým 
médiem I (viz kapitola 4.6.8, strana 32). Jediným zdrojem uhlíku byl 
pro mikroorganismy použitý odpadní materiál. 
2) V druhé fázi byly použity pouze kmeny Aspergillus niger (CCM-F 8189) 
a Aureobasidium pullulans (CCY 27-1-115) a jako odpadní materiály slupky 
z mandarinek a hroznové výlisky bílé. Byla testována mangan-dependentní 
peroxidasová aktivita na odpadním materiálu zvlhčeném LBM médiem (viz kapitola 
4.6.9, strana 32). Zdrojem uhlíku byl pro mikroorganismy použitý odpadní materiál 
a C2H4O6KNa·4H2O. 
3) Ve třetí fázi byly použity také pouze kmeny Aspergillus niger (CCM-F 8189) 
a Aureobasidium pullulans (CCY 27-1-115) a jako odpadní materiály slupky 
z mandarinek a hroznové výlisky bílé. Byla testována mangan-dependentní 
peroxidasová aktivita na odpadním materiálu zvlhčeném bezuhlíkatým médiem II 
(viz kapitola 4.6.10, strana 32). Jediným zdrojem uhlíku byl pro mikroorganismy 
použitý odpadní materiál. 
 
Poznámka: U kultivace na červených hroznových výliscích nebylo možné výsledky využít, 
jelikož v průběhu reakce docházelo k vymývání barevných složek, které kolorimetrické 
reakce používané ke stanovení celulolytické a polygalakturonasové aktivity, množství 
extracelulárních bílkovin a redukujících látek interferovaly. 
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5.1 Produkce celulolytické a polygalakturonasové aktivity 
 
Kultivace mikroorganismů probíhala na odpadních materiálech, které byly zvlhčeny 
bezuhlíkatým médiem I (viz kapitola 4.6.8, strana 32) – jako jediný zdroj uhlíku byly použité 
slupky z mandarinek a hroznové výlisky. Jednalo se o rostlinné materiály, které obsahovaly 
rozdílné množství pektinu a celulosy. Polygalakturonasy a celulasy jsou ve většině případů 
indukovatelné enzymy, proto se předpokládal vliv rozdílného složení substrátu na produkci 
výše uvedených enzymů. 
 
5.1.1 Sledování produkce polygalakturonasy při kultivaci Aspergillus niger  
 
Aktivita polygalakturonasy byla vztažena na gram použitého odpadního materiálu. 
Relativní aktivitě 100 % odpovídá hodnota polygalakturonasové aktivity 
143,535 µmol·min-1·g-1. Získané výsledky jsou uvedeny v Grafu 4. 
Z uvedeného grafu vyplývá, že enzymová aktivita nebyla detekována na počátku kultivace 
(po 24 hodinách), výjimkou je pouze kultivace na slupkách z mandarinek SmF způsobem, 
ale po 48 hodinové kultivaci, jak způsobem SSF tak i SmF, byla aktivita zaznamenána 
na všech použitých odpadních materiálech. Třetí den kultivace (72 hodin) došlo k poklesu, 
kdy polygalakturonasa, vyjma kultivace na hroznových výliscích způsobem SSF, nebyla 
detekována. Maximální hodnota polygalakturonasové aktivity (a = 143,565 µmol·min-1·g-1) 
byla zaznamenána při kultivaci na slupkách z mandarinek SmF způsobem po 96 hodinách. 
Po 168 hodinové kultivaci došlo k  produkci polygalakturonasy u kultivace SSF na slupkách 
z mandarinek a u SmF kultivace na bílých hroznových výliscích (v tomto případě byly 
poslední 3 dny kultivace detekovány téměř stejné hodnoty aktivity). 
Větší produkce polygalakturonasy na slupkách z mandarinek oproti kultivaci 
na hroznových výliscích pomocí Aspergillus niger může být způsobena vetším obsahem 
pektinu [12, 20]. 
Produkce polygalakturonasy na bílých hroznových výliscích způsobem SmF jeví obdobný 
trend jako při kultivaci Aspergillus awamori na Petriho miskách způsobem SSF [8].  
U všech použitých substrátů a způsobů fermentace byla zaznamenána produkce 
polygalakturonasy pomocí Aspergillus niger, ale pro její nejvyšší produkci se jako výhodnější 
substrát potvrdily slupky z mandarinek a způsob kultivace SmF. 
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Graf 4 Závislost relativní polygalakturonasové aktivity na době a způsobu kultivace 
produkované pomocí Aspergillus niger 
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5.1.2 Sledování produkce celulasy při kultivaci Aspergillus niger 
 
Závislost relativní celulolytické aktivity na době a způsobu kultivace zobrazuje Graf 5. 
Výsledky aktivity byly vztaženy na gram použitého substrátu. Relativní aktivitě 100 % 
odpovídá hodnota celulolytické aktivity 56,943 µmol·min-1·g-1.  
Celulasa byla produkována již po 24 hodinové kultivaci na slupkách z mandarinek 
způsobem SSF a na bílých hroznových výliscích SmF způsobem. U SSF kultivace 
na slupkách z mandarinek bylo nejvyšší hodnoty dosaženo po 72 hodinové kultivaci, 
následně docházelo k postupnému poklesu. Kdežto u stejného odpadního materiálu způsobem 
SmF byla celulasa detekována po 96 hodinách, nejvyšší hodnoty u této fermentace bylo 
dosaženo desátý den (po 240 hodinách). Maximální hodnoty celulolytické aktivity 
(a = 56,943 µmol·min-1·g-1) bylo dosaženo při 96 hodinové SmF kultivaci na bílých 
hroznových výliscích. 
Produkce celulolytické aktivity na slupkách z mandarinek SSF způsobem je podobná 
kultivaci Aspergillus fumigatus na pšeničné slámě [35] – nejvyšší hodnoty byly zaznamenány 
v první polovině kultivačního období, poté docházelo k postupnému poklesu. V literatuře 
se uvádí, že různé zemědělské odpady obsahují lignin, který celulolytickou aktivitu 
inhibuje [8]. 
Také celulasa byla pomocí Aspergillus niger produkována u všech použitých odpadních 
materiálů a způsobů kultivace. Ze získaných výsledků lze usuzovat, že jako vhodnější substrát 
pro produkci celulolytické aktivity jsou hroznové výlisky, což může být zapříčiněno lepší 
dostupností celulosy, a jako výhodnější způsob kultivace SmF.  
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Graf 5 Závislost relativní celulolytické aktivity na době a způsobu kultivace produkované 
pomocí Aspergillus niger 
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5.1.3 Sledování koncentrace extracelulárních bílkovin a redukujících látek 
při kultivaci Aspergillus niger 
 
V průběhu kultivace nebyla sledována jen aktivita enzymů, ale i produkce extracelulárních 
proteinů a změna koncentrace redukujících látek v kultivačním médiu. 
Závislost změny koncentrace extracelulárních bílkovin vztažené na gram použitého 
odpadního materiálu na době kultivace zobrazuje Graf 6. 
Produkce extracelulárních bílkovin byla prokázána u všech použitých odpadních materiálů 
každý den kultivace, avšak na bílých hroznových výliscích způsobem SSF byla koncentrace 
produkovaných extracelulárních bílkovin nejnižší. Nejvyšší koncentrace byla dosažena u SmF 
kultivace na slupkách z mandarinek, kdy nejvyšší hodnota koncetrace  (c = 3,175 mg·ml-1·g-1) 
byla detekována po 216 hodinové kultivaci. 
Submerzní kultivace na slupkách z mandarinek a bílých hroznových výliscích vykazuje 
obdobný charakter produkce extracelulárních bílkovin – v první polovině kultivačního období 
docházelo k poklesu jejich množství, ve druhé polovině byl pak zaznamenán nárůst 
koncentrace. 
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Graf 6 Závislost koncentrace extracelulárních bílkovin na době a způsobu kultivace 
produkované pomocí Aspergillus niger 
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V průběhu degradace rostlinného materiálu pomocí Aspergillus niger dochází k produkci 
nejen výše uvedených enzymů, ale jsou produkovány i enzymy, které degradují 
nehemicelulosové složky [8]. Proto v mnohých případech vysoká koncentrace 
extracelulárních proteinů nemusí vždy odpovídat i produkci příslušné enzymové aktivity. 
Porovnáním produkce extracelulárních bílkovin s produkcí polygalakturonasy a celulasy 
(viz Graf 4, 5, 6) lze pozorovat, že detekce daných enzymů odpovídají v časových intervalech 
přibližně i produkci bílkovin. U SSF kultivace na slupkách z mandarinek a bílých hroznových 
výliscích bylo zjištěno, že koncentrace bílkovin dosahuje přibližně polovičních hodnot 
ve srovnání s kultivací SmF, stejně jako to je u produkce uvedených enzymů – vyšší hodnoty 
polygalakturonasové a celulolytické aktivity byly zaznamenány u fermentace SmF. U SmF 
kultivace na bílých hroznových výliscích byly nejvyšší hodnoty aktivity celulasy 
a polygalakturonasy zaznamenány ke konci kultivačního období, ale koncentrace bílkovin 
byla v tu dobu nejnižší, což může znamenat, že byly produkovány pouze uvedené enzymy 
a ne jiné bílkoviny. 
 
Změna koncentrace redukujících látek vztažená na gram použitého substrátu je 
zaznamenána v Grafu 7. 
Produkce redukujících látek na slupkách z mandarinek způsobem SSF má podobný trend 
jako u SmF kultivace – v první polovině kultivace byl zaznamenán plynulý pokles 
koncentrace, po dvou denní pauze došlo k nárůstu a následně byl detekován opět pokles 
množství redukujících látek. 
Charakter změny koncentrace redukujících látek při SSF kultivaci na bílých hroznových 
výliscích byl pozorován stejný jako u SmF kultivace – první den byla detekována nejvyšší 
koncentrace a po zbytek doby docházelo k plynulému poklesu. Obdobný trend změny 
koncentrace redukujících látek byl zaznamenán při kultivaci Aspergillus awamori na Petriho 
miskách [8]. 
Graf  7 Závislost koncentrace redukujících látek na době a způsobu kultivace produkované  
pomocí Aspergillus niger
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Polygalakturonasová aktivita (viz  Graf 4) u submerzní kultivace a celulolytická aktivita 
(viz Graf 5) detekována při kultivaci  Aspergillus niger na slupkách z mandarinek způsobem 
SSF a na bílých hroznových výliscích způsobem SmF dosahovala vyšších hodnot ve druhé 
polovině kultivačního období, kdežto vyšší koncentrace redukujících látek byla detekována 
na počátku  kultivace.  To  může  poukazovat  na  fakt,  že  během  první  fáze  růstu 
mikroorganismy konzumovaly spíše jen volný cukr ze substrátu, proto nedocházelo k větší 
enzymové produkci.
5.1.4 Sledování produkce polygalakturonasy při kultivaci Aureobasidium pullulans
Získané  výsledky polygalakturonasové  aktivity  vztažené  na  gram použitého  odpadního 
materiálu  jsou  uvedeny  v Grafu  8.  Relativní  aktivitě  100  %  odpovídá  hodnota 
polygalakturonasové aktivity 228,233 µmol·min-1·g-1.
Aktivita enzymu byla detekována až po dvou denní kultivaci, přičemž u SmF kultivace 
na slupkách  z mandarinek  bylo  ten   den  dosaženo  maximální  hodnoty 
(a = 228,233 µmol·min-1·g-1). Na stejném odpadním materiálu ale způsobem SSF dosahovala 
polygalakturonasová  aktivita  5  –  20  %  maximální  hodnoty.  Při kultivaci  na  bílých 
hroznových  výliscích  SmF  způsobem  byla  produkce  enzymu  zaznamenána 
až po 168 hodinách, následně docházelo k mírnému nárůstu. Na stejném odpadním materiálu 
ale způsobem SSF byla produkce detekována dříve (po 48 hodinové kultivaci), ale aktivita 
dosahovala nižších hodnot.
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V uvedeném grafu lze pozorovat, že polygalakturonasa byla pomocí Aureobasidium 
pullulans produkována na všech použitých rostlinných materiálech  i u obou kultivačních 
způsobů, ale jako vhodnější odpadní materiál pro produkci polygalakturonasy se jeví slupky 
z mandarinek a jako způsob kultivace SmF (stejně jako u Aspergillus niger, viz kapitola 5.1.1, 
strana 40). 
 
Graf 8 Závislost relativní polygalakturonasové aktivity na době a způsobu kultivace 
produkované pomocí Aureobasidium pullulans 
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5.1.5 Sledování produkce celulasy při kultivaci Aureobasidium pullulans 
 
Graf 9 zobrazuje výsledky relativní celulolytické aktivity vztažené na gram použitého 
rostlinného materiálu. Relativní aktivitě 100 % odpovídá hodnota celulolytické aktivity 
64,919 µmol·min-1·g-1. 
Celulolytická aktivita byla již po 24 hodinové kultivaci zaznamenána na slupkách 
z mandarinek jak u způsobu SSF tak i SmF. Na bílých hroznových výliscích došlo k produkci 
celulasy až druhý den kultivace – ten den byla u SSF kultivace detekována maximální 
hodnota (a = 64,919 µmol·min-1·g-1), následující dny u téže kultivace byly detekovány velice 
nízké hodnoty aktivity. U SmF kultivace na bílých hroznových výliscích byly vyšší hodnoty 
zaznamenány taktéž v první polovině kultivačního období. Na slupkách z mandarinek 
se produkce celulasy lišila od způsobu kultivace – u SSF byly vyšší hodnoty detekovány první 
tři dny, kdežto u SmF způsobu poslední tři dny kultivace. 
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Jak už bylo zmíněno u Aspergillus niger, v literatuře [8] se uvádí, že různé zemědělské 
odpady obsahují lignin, který inhibuje celulolytickou aktivitu, proto byly pravděpodobně 
hodnoty detekovány pouze v první polovině kultivačního období (výjimkou je kultivace 
na slupkách z mandarinek SmF způsobem). 
Pro produkci celulasy pomocí Aureobasidium pullulans se zdají býti vhodné oba použité 
rostlinné substráty i obě metody kutlivace, avšak ze získaných výsledků vyplývá, že pro vyšší 
produkci celulasy jsou vhodnější bílé hroznové výlisky a metoda kultivace SSF. 
 
Graf 9 Závislost relativní celulolytické aktivity na době a způsobu kultivace produkované 
pomocí Aureobasidium pullulans 
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5.1.6 Sledování koncentrace extracelulárních bílkovin a redukujících látek 
při kultivaci Aureobasidium pullulans 
 
Taktéž při kultivaci Aureobasidium pullulans byla sledována produkce extracelulárních 
bílkovin a redukujících látek. 
Závislost změny koncentrace extracelulárních bílkovin na době kultivace zobrazuje 
Graf 10. Koncentrace bílkovin byla vztažena na gram použitého odpadního materiálu. 
U produkce extracelulárních bílkovin způsobem SSF bylo zaznamenáno střídání nárůstu 
s poklesem jejich množství, přičemž hodnoty koncentrace byly zhruba o osminu nižší 
než u SmF kultivace na slupkách z mandarinek. U SmF kultivace byl detekován zpočátku 
nárůst a poté docházelo k poklesu koncentrace bílkovin. Nejvyšší množství bílkovin bylo 
produkováno u SmF kultivace na slupkách z mandarinek. 
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Graf 10 Závislost změny koncentrace extracelulárních bílkovin na době a způsobu kultivace 
produkované pomocí Aureobasidium pullulans 
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Stejně jako při kultivaci Aspergillus niger i u kultivace Aureobasidium pullulans lze 
pozorovat podobu mezi produkcí extracelulárních bílkovin a polygalakturonasy a celulasy 
(viz Graf 8, 9, 10). U fermentačního způsobu SSF byly celkově detekovány nižší aktivity 
enzymů a také nižší koncentrace bílkovin. Z grafů lze vypozorovat, že polygalakturonasa byla 
produkována více ke konci období (vyjma SmF kultivace na slupkách z mandarinek), 
ale vyšší koncentrace bílkovin byla detekována v první polovině kultivace. Z toho můžeme 
usuzovat, že bílkoviny, které byly zaznamenány ke konci kultivace, zastupují produkované 
enzymy. Stejně jako u celulolytické aktivity, kdy nejvyšších hodnot bylo dosaženo 
po 48 hodinové kultivaci, ale koncentrace produkovaných bílkovin byla nízká.  
 
Výsledky stanovení koncentrace redukujících látek vztažené na gram použitého odpadního 
materiálu zobrazuje Graf 11. 
Z uvedeného grafu vyplývá, že změna množství redukujících látek je závislá na použitém 
odpadním materiálu – změna koncentrace na slupkách z mandarinek měla stejný charakter 
jak u SSF tak SmF kultivace, taktéž byla zaznamenána shoda při použití bílých hroznových 
výlisků. Vyšších hodnot bylo dosaženo u metody SmF. 
Stejný průběh změny koncentrace redukujících látek byl monitorován při kultivaci pomocí 
Aspergillus niger (viz Graf 7, strana 44). 
Graf 11 Závislost koncentrace redukujících látek na době a způsobu kultivace produkované  
pomocí Aureobasidium pullulans
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Koncentrace  redukujících  látek  dosahovala  nejvyšších  hodnot  na  počátku  kultivace, 
ale větší produkce polygalakturonasy (viz  Graf 8) byla zaznamenána ke konci kultivačního 
období, což může být způsobeno tím, že Aureobasidium pullulans dříve využíval volné cukry. 
Vyšší hodnoty celulasy (viz  Graf 9) (vyjma SmF kultivace na slupkách z mandarinek) byly 
detekovány po 48 hodinové kultivaci, kdy byly ale současně zaznamenány vysoké hodnoty 
redukujících  látek  –  to  může  znamenat,  že  mikroorganismus  již  začal  využívat 
své hydrolytické enzymy, speciálně celulasu.   
5.1.7 Sledování produkce polygalakturonasy při kultivaci původní směsné kultury
Získané  výsledky  při  sledování  produkce  polygalakturonasy  byly  vztaženy  na  gram 
použitého  rostlinného  substrátu  a  jsou  uvedeny v relativní  hodnotě  v Grafu  12.  Relativní 
aktivitě 100 % odpovídá hodnota polygalakturonasové aktivity 159,865 µmol·min-1·g-1.
Aktivita celulasy byla detekována při fermentaci po 48 hodinách (výjimkou byla kultivace 
na slupkách z mandarinek metodou SSF, kdy byla zaznamenána aktivita okolo 4 % relativní 
aktivity). Vyšší hodnoty aktivity byly získány při aplikaci metody SmF. Maximální hodnoty 
polygalakturonasové  aktivity  (a  =159,865  µmol·min-1·g-1)  bylo  dosaženo  po  72  hodinách 
u SmF kultivace na bílých hroznových výliscích.
Polygalakturonasa  byla  pomocí  přirozeně  se  vyskytující  mikroflóry  produkována 
u všech použitých  odpadních  materiálů  a  způsobů  kultivace.  Z uvedeného  grafu 
však jednoznačně vyplývá, že jako vhodnější substrát pro její produkci jsou v tomto případě 
bílé hroznové výlisky a způsob aplikace SmF.
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Graf 12 Závislost relativní polygalakturonasové aktivity na době a způsobu kultivace 
produkované pomocí původní směsné kultury 
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5.1.8 Sledování produkce celulasy při kultivaci původní směsné kultury 
 
Hodnoty celulolytické aktivity byly vztaženy na gram použitého odpadního materiálu 
a jsou uvedeny v Grafu 13. Relativní aktivitě 100 % odpovídá hodnota celulolytické aktivity 
46,595 µmol·min-1·g-1. 
U SSF i SmF kultivace na slupkách z mandarinek byla celulasa produkována již po 24 
hodinách a dosahovala hodnot okolo 36 a 55 % relativní aktivity. Maximální hodnota 
celulolytické aktivity (a = 46,595 µmol·min-1·g-1) byla monitorována po 72 hodinách 
u metody SmF na slupkách z mandarinek. Při aplikaci SSF na bílých hroznových výliscích 
byla aktivita enzymu zaznamenána po 96 hodinách, u metody SmF po 72 hodinách. 
Nejvíce byla celulasa produkována uprostřed kultivačního období, výjimkou je kultivace SSF 
na slupkách z mandarinek, kdy byly vyšší hodnoty celulolytické aktivity detekovány ke konci 
kultivace. 
I u kultivace pomocí původní směsné kultury se potvrdila její schopnost produkovat 
celulasu jak na slupkách z mandarinek, tak i na bílých hroznových výliscích a to jak 
způsobem SSF, tak i SmF. Na základě získaných výsledků lze usuzovat, že jako vhodnější 
materiál pro vyšší produkci celulasy se jeví slupky z mandarinek a způsob aplikace SmF. 
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Graf 13 Závislost relativní celulolytické aktivity na době a způsobu kultivace produkované 
pomocí původní směsné kultury 
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5.1.9 Sledování změny koncentrace extracelulárních bílkovin a redukujících látek 
při kultivaci původní směsné kultury 
 
Graf 14 zobrazuje výsledky stanovení koncentrace extracelulárních bílkovin vztažené 
na gram použitého odpadního materiálu.  
Změna koncentrace extracelulárních bílkovin u kultivace na slupkách z mandarinek 
a bílých hroznových výliscích způsobem SSF je podobná jako u Aspergillus niger 
(viz Graf 6, strana 43), změna množství u SmF kultivace na slupkách z mandarinek a bílých 
hroznových výliscích jako u Aureobasidium pullulans (viz Graf 10, strana 47). 
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Graf 14 Závislost změny koncentrace extracelulárních bílkovin na době a způsobu kultivace 
produkované pomocí původní směsné kultury 
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Srovnáním Grafu 12 a Grafu 14 lze pozorovat, že při SSF kultivaci na obou substrátech 
a při SmF kultivaci na slupkách z mandarinek (vyjma kultivace po 48 hodinách) byly 
detekovány nízké hodnoty polygalakturonasové aktivity, ale koncentrace produkovaných 
extracelulárních bílkovin dosahovala hodnot vysokých, což  mohlo být nejspíše zapříčiněno 
produkcí i jiných enzymů, které v rámci studie nebyly sledovány. U SmF kultivace na bílých 
hroznových výliscích je to přešně naopak – aktivita polygalakturonasy je vysoká 
a koncentrace bílkovin nízká, takže byla pravděpodobně produkována ve větší míře 
polygalakturonasa. Porovnáním Grafu 13 a Grafu 14 můžeme pozorovat, že změny 
koncentrace bílkovin a produkce celulasy vykazuje podobný charakter. 
 
Změna koncentrace redukujících látek vztažená na gram použitého substrátu je zobrazena 
v Grafu 15. 
Z výsledků lze opět usuzovat, že je produkce závislá na typu použitého odpadního 
materiálu. Nejvyšší hodnoty byly detekovány vždy po 24 hodinové kultivaci, 
následně docházelo k poklesu. U slupek z mandarinek byl během kultivačního období jednou 
zaznamenán nárůst množství (u SSF kultivace po 168 hodinách, u SmF po 96 hodinách) 
a poté pokles. 
Změna koncentrace redukujících látek má stejný charakter jako u kultivace pomocí 
Aspergillus niger (viz Graf 7, strana 44 ) i Aureobasidium pullulans (viz Graf 11, strana 48). 
 
Graf  15 Závislost  změny  koncentrace  redukujících  látek  na  době  a  způsobu  kultivace  
produkované pomocí původní směsné kultury
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U SmF kultivace na bílých hroznových výliscích bylo množství redukujících látek po 48 
hodinách  velmi  nízké,  avšak  aktivita  polygalakturonasy  byla  oproti  ostatním  způsobům 
kultivace  velmi  vysoká  (viz  Graf  12).  U ostatních  kultivací  (vyjma  SSF  na  hroznových 
výliscích)  lze  pozorovat  velkou  koncentraci  redukujících  látek  ale  nízkou 
polygalakturonasovou aktivitu – to může být způsobeno již zmíněným využíváním volného 
cukru. Vyšší hodnoty celulolytické aktivity byly zaznamenány uprostřed kultivace, v tu dobu 
i koncentrace  redukujících  látek  dosahovala  poměrně  vysokých  hodnot,  takže  nejspíše 
už mohlo docházet k rozkladu odpadního materiálu.
5.2 Produkce  mangan-dependentní  peroxidasové  aktivity  na  odpadním 
materiálu zvlhčeném LBM médiem
Mangan-dependentní  peroxidasa  je  řazena  mezi  ligninolytické  enzymy,  jež  se  podílejí 
na degradaci ligninu [31].
Mangan-dependentní  peroxidasová  aktivita  byla  stanovena  na  substrát  1mM  roztoku 
ABTS. Kultivace mikroorganismů probíhala na slupkách z mandarinek a bílých hroznových 
výliscích, které byly zvlhčeny LBM médiem (viz kapitola 4.6.9, strana 32) – jako zdroj uhlíku 
byl použitý odpadní materiál a C2H4O6KNa·4H2O.
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5.2.1 Sledování produkce mangan-dependentní peroxidasy při kultivaci 
Aspergillus niger 
 
Schopnost Aspergillus niger produkovat mangan-dependentní peroxidasovou aktivitu 
se neprokázala, čímž byl potvrzen předpoklad, že Ascomycetes tyto enzymy 
neprodukují [31]. 
 
5.2.2 Sledování produkce mangan-dependentní peroxidasy při kultivaci 
Aureobasidium pullulans 
 
Výsledky stanovení mangan-dependentní peroxidasové aktivity jsou vztaženy na gram 
použitého odpadního substrátu a zobrazuje je Graf 16. Relativní aktivitě 100 % odpovídá 
hodnota MnP aktivity 5,370 µmol·ml-1·g-1. 
Produkce MnP byla zaznamenána pouze při SmF kultivaci na slupkách z mandarinek, 
přičemž byla monitorována po 48 hodinové kultivaci, kdy bylo současně dosaženo 
její maximální hodnoty (a = 5,370 µmol·ml-1·g-1). Po zbývající dobu kultivace byly 
detekovány hodnoty v intervalu 15 – 42 % relativní aktivity. 
V této práci byl pozorován obdobný průběh produkce MnP jako na slupkách z mandarinek 
SmF způsobem při kultivaci Trametes versicolor na pšeničné slámě [29]. 
Z výsledků uvedených v následujícím grafu vyplývá, že jako nejvhodnější substrát 
pro produkci MnP jsou slupky z mandarinek a způsob fermentace SmF. 
 
Graf 16 Závislost relativní MnP aktivity na době a způsobu kultivace produkované pomocí 
Aureobasidium pullulans 
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5.3 Produkce mangan-dependentní peroxidasové aktivity na odpadním 
materiálu zvlhčeném bezuhlíkatým médiem II 
 
Kultivace mikroorganismů probíhala na odpadním materiálu, který byl zvlhčen 
bezuhlíkatým médiem II (viz kapitola 4.6.10, strana 32) – jako zdroj uhlíku byly 
pouze použité slupky z mandarinek nebo bílé hroznové výlisky. 
 
5.3.1 Sledování produkce mangan-dependentní peroxidasy při kultivaci 
Aspergillus niger 
 
Stejně jako v předcházejícím případě se schopnost Aspergillus niger produkovat 
mangan-dependentní peroxidasovou aktivitu neprokázala, čímž bylo opět potvrzeno, 
že Ascomycetes tyto enzymy neprodukují [31]. 
 
5.3.2 Sledování produkce mangan-dependentní peroxidasy při kultivaci 
Aureobasidium pullulans 
 
Aktivita MnP byla vztažena na gram použitého rostlinného materiálu. Relativní aktivitě 
100 % odpovídá hodnota MnP aktivity 11,070 µmol·ml-1·g-1. Získané výsledky jsou 
znázorněny v Grafu 17. 
Maximální hodnota MnP aktivity (a = 11,070 µmol·ml-1·g-1) byla zaznamenána 
na slupkách z mandarinek u SSF fermentace trvající 48 hodin. U kultivace na bílých 
hroznových výliscích způsobem SSF a SmF byly hodnoty aktivity značně nižší, pohybovaly 
se v rozmezí 6 – 18 % relativní aktivity. Aktivita MnP byla detekována vždy jen dva dny. 
Zajímavostí je, že MnP aktivita nebyla za daných podmínek produkována pouze při SmF 
kultivaci na slupkách z mandarinek. To se ale nepotvrdilo v předcházející fermentaci 
s přídavkem C2H4O6KNa·4H2O (viz Graf 16, strana 53), kde byla MnP produkována 
pouze na tomto odpadním materiálu. 
Výhodnější odpadní materiál pro produkci mangan-dependentní peroxidasy se jeví slupky 
z mandarinek a metoda fermentace SSF. 
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Graf 17 Závislost relativní MnP aktivity na době a způsobu kultivace produkované pomocí 
Aureobasidium pullulans 
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6 ZÁVĚR 
 
Cílem práce bylo ověřit produkci vybraných enzymů na slupkách z mandarinek, bílých 
a červených hroznových výliscích, porovnat produkci těchto enzymů při kultivaci 
Aspergillus niger, Aureobasidium pullulans, anebo využitím mikroorganismů, které jsou 
přirozenou mikroflórou kolonizující tento odpadní materiál, a následně pak porovnat dva 
způsoby kultivace z hlediska produkce vybraných enzymů. 
 
Tabulka 8 Maximální hodnoty polygalakturonasové a celulolytické aktivity 
 
Polygalakturonasová aktivita Celulolytická aktivita 
143,535 µmol·min-1·g-1 56,943 µmol·min-1·g-1 
Typ odpadního materiálu Typ odpadního materiálu 
Slupky z mandarinek Hroznové výlisky bílé 
Způsob kutlivace Způsob kultivace 
Aspergillus niger 
SmF SmF 
Polygalakturonasová aktivita Celulolytická aktivita 
228,233 µmol·min-1·g-1 64,919 µmol·min-1·g-1 
Typ odpadního materiálu Typ odpadního materiálu 
Slupky z mandarinek Hroznové výlisky bílé 
Způsob kutlivace Způsob kultivace 
Aureobasidium pullulans 
SmF SSF 
Polygalakturonasová aktivita Celulolytická aktivita 
159,865 µmol·min-1·g-1 46,595 µmol·min-1·g-1 
Typ odpadního materiálu Typ odpadního materiálu 
Hroznové výlisky bílé Slupky z mandarinek 
Způsob kutlivace Způsob kultivace 
Původní směsná kultura 
SmF SmF 
 
Na základě vzájemného porovnání maximálních hodnot aktivit stanovovaných enzymů 
dosažených při daných kultivací (viz Tabulka 8) vyplývá, že jako nejvhodnější způsob 
kultivace pro produkci polygalakturonasy se jeví submerzní kultivace, kdy slupky 
z mandarinek byly zaočkovány Aureobasidium pullulans, v Erlenmeyerově baňce. 
Pro produkci celulasy se jeví SSF kultivace, kdy hroznové výlisky byly zaočkovány 
Aureobasidium pullulans, v koloně. 
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Jako nejvhodnější způsob kultivace pro produkci mangan-dependentní peroxidasu se jeví 
SSF kultivace pomocí Aureobasidium pullulans na slupkách z mandarinek, které byly 
zvhlčeny bezuhlíkatým kultivačním médiem II. 
Bylo prokázáno, že Aspergillus niger neprodukuje mangan-dependentní peroxidasovou 
aktivitu, což lze připsat jeho zařazení do třídy Ascomycetes. 
Shrnutím získaných výsledků vyplývá, že odlišnosti v produkci enzymů závisí nejen 
na použitém substrátu, ale také na typu fermentace a daném mikroorganismu. 
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8 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
 
a   aktivita 
c   koncentrace 
CA  celulolytická aktivita 
CMC  karboxymethylcelulosa 
EB  Erlenmeyerova baňka 
LiP  ligninperoxidasa 
MnP  mangan-dependentní peroxidasa 
MnPA  mangan-dependentní peroxidasová aktivita 
PA  polygalakturonasová aktivita 
SmF  submerzní kultivace 
SSF  solid state fermentation 
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10 PŘÍLOHY 
 
Tabulka 1 Polygalakturonasová aktivita (PA) přepočtená na 1 gram substrátu produkovaná 
danými mikroorganismy při kultivaci na slupkách z mandarinek v koloně 
Aspergillus niger Aureobasidium pullulans Původní směsná kultura Doba 
kultivace 
[hodiny] PA [µmol·min
-1
·g-1] PA [µmol·min-1·g-1] PA[µmol·min-1·g-1] 
24   0,905 ± 1,254   1,482 ± 0,474   6,402 ± 2,448 
48 43,561 ± 2,039    11,966 ± 1,106 14,570 ± 1,836 
72   0,000 ± 0,000 19,943 ± 1,106   0,000 ± 0,000 
96   9,391 ± 1,411   0,000 ± 0,000 15,232 ± 3,059 
168   8,599 ± 0,941  0,000 ± 0,000   0,000 ± 0,000 
192 18,330 ± 2,509 21,995 ± 0,474 18,654 ± 3,212 
216 46,955 ± 2,039 46,952 ± 4,738   0,000 ± 0,000 
240   0,000 ± 0,000   8,889 ± 2,527   1,214 ± 0,459 
 
Příloha 2 Polygalakturonasová aktivita přepočtená na 1 gram substrátu produkovaná danými 
mikroorganismy při kultivaci na bílých hroznových výliscích v koloně 
Aspergillus niger Aureobasidium pullulans Původní směsná kultura Doba 
kultivace 
[hodiny] PA [µmol·min
-1
·g-1] PA [µmol·min-1·g-1] PA[µmol·min-1·g-1] 
24   0,000 ± 0,000   0,000 ± 0,000   0,000 ± 0,000 
48   6,450 ± 1,763   3,961 ± 2,316   0,000 ± 0,000 
72   6,631 ± 2,014   0,000 ± 0,000   0,000 ± 0,000 
96   1,635 ± 0,755   2,228 ± 0,686 16,573 ± 0,615 
168 10,447 ± 1,573   9,037 ± 0,429   0,000 ± 0,000 
192   6,541 ± 1,763 34,786 ± 0,600   4,735 ± 0,547 
216   5,087 ± 1,888   7,799 ± 1,201 21,999 ± 0,273 
240   5,905 ± 1,574   0,000 ± 0,000   7,300 ± 0,342 
 
Příloha 3 Polygalakturonasová aktivita přepočtená na 1 gram substrátu produkovaná danými 
mikroorganismy při kultivaci na slupkách z mandarinek v EB 
Aspergillus niger Aureobasidium pullulans Původní směsná kultura Doba 
kultivace 
[hodiny] PA [µmol·min
-1
·g-1] PA [µmol·min-1·g-1] PA[µmol·min-1·g-1] 
24 12,772 ± 4,749     0,000 ± 0,000          0,000 ± 0,000 
48 136,446 ± 17,270 228,233 ± 5,687 185,029 ± 20,792 
72   0,000 ± 0,000     0,000 ± 0,000   0,000 ± 0,000 
96 143,565 ± 11,225   21,782 ± 3,062   31,568 ± 16,027 
168   0,000 ± 0,000   78,919 ± 2,625   0,000 ± 0,000 
192   0,000 ± 0,000   62,819 ± 3,062 28,755 ± 4,332 
216 62,453 ± 5,613     6,629 ± 3,937   31,880 ± 10,396 
240   0,000 ± 0,000     31,568 ± 10,500   7,501 ± 8,663 
 II 
Příloha 4 Polygalakturonasová aktivita přepočtená na 1 gram substrátu produkovaná danými 
mikroorganismy při kultivaci na bílých hroznových výliscích v EB 
Aspergillus niger Aureobasidium pullulans Původní směsná kultura Doba 
kultivace 
[hodiny] PA [µmol·min
-1
·g-1] PA [µmol·min-1·g-1] PA[µmol·min-1·g-1] 
24   0,000 ± 0,000   0,000 ± 0,000     0,000 ± 0,000 
48 25,139 ± 1,432   0,000 ± 0,000     24,327 ± 19,266 
72   0,000 ± 0,000   0,000 ± 0,000 159,865 ± 9,633 
96   7,921 ± 0,955   0,000 ± 0,000   34,753 ± 2,890 
168 32,371 ± 0,477 30,305 ± 0,875 140,403 ± 3,612 
192 81,961 ± 1,909 11,049 ± 1,094   99,047 ± 2,167 
216 82,649 ± 2,386 49,245 ± 1,969 135,538 ± 7,225 
240 80,239 ± 1,909 65,029 ± 3,062   53,867 ± 1,204 
 
Příloha 5 Celulolytická aktivita (CA) přepočtená na 1  gram substrátu produkovaná danými 
mikroorganismy při kultivaci na slupkách z mandarinek v koloně 
Aspergillus niger Aureobasidium pullulans Původní směsná kultura Doba  
kultivace 
[hodiny] CA [µmol·min
-1
·g-1] CA [µmol·min-1·g-1] CA [µmol·min-1·g-1] 
24 29,281 ± 0,576 11,845 ± 2,366 17,092 ± 1,847 
48 12,888 ± 1,893 45,405 ± 5,054   0,000 ± 0,000 
72 37,240 ± 3,046 16,930 ± 1,469   9,270 ± 0,964 
96 24,708 ± 5,597   0,598 ± 0,833   2,723 ± 3,774 
168 12,532 ± 0,905   1,077 ± 1,500   3,361 ± 1,445 
192   8,850 ± 1,564   6,281 ± 2,389 12,979 ± 2,248 
216   0,000 ± 0,000   0,359 ± 0,500 17,788 ± 0,773 
240   1,010 ± 1,399   9,751 ± 2,941   9,039 ± 3,212 
 
Příloha 6 Celulolytická aktivita přepočtená na 1 gram substrátu produkovaná danými 
mikroorganismy při kultivaci na bílých hroznových výliscích v koloně 
Aspergillus niger Aureobasidium pullulans Původní směsná kultura Doba  
kultivace 
[hodiny] CA [µmol·min
-1
·g-1] CA [µmol·min-1·g-1] CA [µmol·min-1·g-1] 
24   0,000 ± 0,000   0,000 ± 0,000   0,000 ± 0,000 
48   0,000 ± 0,000 64,919 ± 2,206   0,000 ± 0,000 
72   9,537 ± 0,760   0,000 ± 0,000   0,000 ± 0,000 
96   0,000 ± 0,000   8,513 ± 1,396 20,299 ± 0,825 
168   0,000 ± 0,000   2,274 ± 1,081   0,000 ± 0,000 
192 13,114 ± 1,421   1,365 ± 0,180   0,000 ± 0,000 
216   4,339 ± 1,784   0,780 ± 0,270   0,000 ± 0,000 
240   3,052 ± 1,157   1,820 ± 0,495   5,282 ± 0,646 
 III 
Příloha 7 Celulolytická aktivita přepočtená na 1 gram substrátu produkovaná danými 
mikroorganismy při kultivaci na slupkách z mandarinek v EB 
Aspergillus niger Aureobasidium pullulans Původní směsná kultura Doba  
kultivace 
[hodiny] CA [µmol·min
-1
·g-1] CA [µmol·min-1·g-1] CA [µmol·min-1·g-1] 
24   0,000 ± 0,000 28,502 ± 2,756        25,595 ± 3,683 
48   0,000 ± 0,000   0,000 ± 0,000   0,000 ± 0,000 
72   0,000 ± 0,000   0,497 ± 0,689 46,595 ± 6,821 
96 36,467 ± 5,666   0,000 ± 0,000 18,704 ± 4,093 
168 25,674 ± 8,385   0,829 ± 1,148  24,446 ± 11,142 
192   0,000 ± 0,000 32,645 ± 5,741  0,820 ± 0,682 
216 26,982 ± 5,213 26,845 ± 7,808  4,266 ± 1,363 
240 44,153 ± 6,799 25,519 ± 5,512 28,056 ± 3,411 
 
Příloha 8 Celulolytická aktivita přepočtená na 1 gram substrátu produkovaná danými 
mikroorganismy při kultivaci na bílých hroznových výliscích v EB 
Aspergillus niger Aureobasidium pullulans Původní směsná kultura Doba 
kultivace 
[hodiny] CA [µmol·min
-1
·g-1] CA [µmol·min-1·g-1] CA [µmol·min-1·g-1] 
24 18,077 ± 1,503   0,000 ± 0,000   0,000 ± 0,000 
48   9,039 ± 5,011 46,067 ± 2,067   0,000 ± 0,000 
72 18,620 ± 0,752   4,474 ± 1,493 11,493 ± 0,885 
96 56,943 ± 1,879 10,771 ± 0,574 21,162 ± 1,264 
168 23,500 ± 1,253   0,000 ± 0,000   9,669 ± 3,413 
192 19,885 ± 3,758   3,314 ± 1,952 13,317 ± 3,413 
216 40,493 ± 0,752 12,097 ± 1,952   0,000 ± 0,000 
240 11,750 ± 1,879   0,000 ± 0,000 10,034 ± 1,896 
 
Příloha 9 MnP aktivita (MnPA) I  přpočtená na 1 gram substrátu produkovaná danými 
mikroorganismy při kultivaci na slupkách z mandarinek v koloně 
Aspergillus niger Aureobasidium pullulans Doba kultivace 
[hodiny] MnPA [µmol·ml-1·g-1] MnPA [µmol·ml-1·g-1] 
24 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
48 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
72 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
96 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
168 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
192 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
216 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
240 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
 IV 
Příloha 10 MnP aktivita I  přepočtená na 1 gram substrátu produkovaná danými 
mikroorganismy při kultivaci na slupkách z mandarinek v EB 
Aspergillus niger Aureobasidium pullulans Doba kultivace 
[hodiny] MnPA [µmol·ml-1·g-1] MnPA [µmol·ml-1·g-1] 
24 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
48 0,000 ± 0,000 5,370 ± 0,180 
72 0,000 ± 0,000 1,305 ± 0,187 
96 0,000 ± 0,000 1,390 ± 0,125 
168 0,000 ± 0,000 2,300 ± 0,055 
192 0,000 ± 0,000 0,820 ± 0,028 
216 0,000 ± 0,000 1,630 ± 0,125 
240 0,000 ± 0,000 1,275 ± 0,104 
 
Příloha 11 MnP aktivita I přepočtená na 1 gram substrátu produkovaná danými 
mikroorganismy při kultivaci na bílých hroznových výliscích  v koloně 
Aspergillus niger Aureobasidium pullulans Doba kultivace 
[hodiny] MnPA [µmol·ml-1·g-1] MnPA [µmol·ml-1·g-1] 
24 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
48 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
72 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
96 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
168 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
192 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
216 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
240 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
 
Příloha 12 MnP aktivita I  přepočtená na 1 gram substrátu produkovaná danými 
mikroorganismy při kultivaci na bílých hroznových výliscích v EB 
Aspergillus niger Aureobasidium pullulans Doba kultivace 
[hodiny] MnPA [µmol·ml-1·g-1] MnPA [µmol·ml-1·g-1] 
24 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
48 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
72 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
96 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
168 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
192 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
216 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
240 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
 
 V 
Příloha 13 MnP aktivita II  přepočtená na 1 gram substrátu produkovaná danými 
mikroorganismy při kultivaci na slupkách z mandarinek v koloně 
Aspergillus niger Aureobasidium pullulans Doba kultivace 
[hodiny] MnPA [µmol·ml-1·g-1] MnPA [µmol·ml-1·g-1] 
24 0,000 ± 0,000   0,000 ± 0,000 
48 0,000 ± 0,000 11,070 ± 0,026 
72 0,000 ± 0,000   7,140 ± 0,012 
96 0,000 ± 0,000   0,000 ± 0,000 
168 0,000 ± 0,000   0,000 ± 0,000 
192 0,000 ± 0,000   0,000 ± 0,000 
216 0,000 ± 0,000   0,000 ± 0,000 
240 0,000 ± 0,000   0,000 ± 0,000 
 
Příloha 14 MnP aktivita II  přepočtená na 1 gram substrátu produkovaná danými 
mikroorganismy při kultivaci na slupkách z mandarinek v EB 
Aspergillus niger Aureobasidium pullulans Doba kultivace 
[hodiny] MnPA [µmol·ml-1·g-1] MnPA [µmol·ml-1·g-1] 
24 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
48 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
72 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
96 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
168 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
192 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
216 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
240 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
 
Příloha 15 MnP aktivita II přepočtená na 1 gram substrátu produkovaná danými 
mikroorganismy při kultivaci na bílých hroznových výliscích  v koloně 
Aspergillus niger Aureobasidium pullulans Doba kultivace 
[hodiny] MnPA [µmol·ml-1·g-1] MnPA [µmol·ml-1·g-1] 
24 0,000 ± 0,000 0,692 ± 0,150 
48 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
72 0,000 ± 0,000 0,854 ± 0,029 
96 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
168 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
192 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
216 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
240 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
 
 VI 
Příloha 16 MnP aktivita II  přepočtená na 1 gram substrátu produkovaná danými 
mikroorganismy při kultivaci na bílých hroznových výliscích v EB 
Aspergillus niger Aureobasidium pullulans Doba kultivace 
[hodiny] MnPA [µmol·ml-1·g-1] MnPA [µmol·ml-1·g-1] 
24 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
48 0,000 ± 0,000 4,991 ± 0,227 
72 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
96 0,000 ± 0,000 6,000 ± 0,038 
168 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
192 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
216 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
240 0,000 ± 0,000 0,000 ± 0,000 
 
Příloha 17 Koncentrace extracelulárních bílkovin přepočtená na 1 gram substrátu 
produkovaná danými mikroorganismy při kultivaci na slupkách z mandarinek v koloně 
Aspergillus niger Aureobasidium 
pullulans 
Původní směsná 
kultura 
Doba kultivace 
[hodiny] 
c [mg·ml-1·g-1] c [mg·ml-1·g-1] c [mg·ml-1·g-1] 
24 1,456 ± 0,657 0,730 ± 0,026 1,494 ± 0,060 
48 0,397 ± 0,169 0,419 ± 0,352 0,553 ± 0,068 
72 1,260 ± 0,386 0,654 ± 0,062 0,830 ± 0,094 
96 0,214 ± 0,079 0,165 ± 0,000 0,160 ± 0,000 
168 0,176 ± 0,040 0,806 ± 0,185 0,160 ± 0,000 
192 0,567 ± 0,255 0,197 ± 0,044 0,160 ± 0,000 
216 0,907 ± 0,196 0,362 ± 0,062 0,744 ± 0,060 
240 0,183 ± 0,049 0,267 ± 0,000 1,549 ±0,239 
 
Příloha 18 Koncentrace extracelulárních bílkovin přepočtená na 1 gram substrátu 
produkovaná danými mikroorganismy při kultivaci na bílých hroznových výliscích v koloně 
Aspergillus niger Aureobasidium 
pullulans 
Původní směsná 
kultura 
Doba kultivace 
[hodiny] 
c [mg·ml-1·g-1] c [mg·ml-1·g-1] c [mg·ml-1·g-1] 
24 0,804 ± 4,558 0,621 ± 0,024 0,308 ± 1,008 
48 0,086 ± 2,103 0,441 ± 0,091 0,071 ± 0,272 
72 0,137 ± 2,103 0,145 ± 0,033 0,527 ± 1,692 
96 0,202 ± 2,454 0,090 ± 0,000 0,071 ± 0,272 
168 0,121 ± 3,155 0,441 ± 0,014 0,099 ± 0,357 
192 0,071 ± 0,351 0,193 ± 0,072 0,071 ± 0,272 
216 0,096 ± 1,402 0,090 ± 0,000 0,198 ± 0,665 
240 0,066 ± 0,000 0,090 ± 0,000 0,071 ± 0,272 
 
 VII 
Příloha 19 Koncentrace extracelulárních bílkovin přepočtená na 1 gram substrátu 
produkovaná danými mikroorganismy při kultivaci na slupkách z mandarinek v EB 
Aspergillus niger Aureobasidium 
pullulans 
Původní směsná 
kultura 
Doba kultivace 
[hodiny] 
c [mg·ml-1·g-1] c [mg·ml-1·g-1] c [mg·ml-1·g-1] 
24 2,776 ± 0,337 2,602 ± 0,195 2,472 ± 0,386 
48 1,232 ± 0,264 3,358 ± 0,560 3,899 ± 0,096 
72 3,106 ± 0,553 3,586 ± 0,487 3,568 ± 0,217 
96 2,377 ± 0,313 1,424 ± 0,365 0,627 ± 0,241 
168 1,978 ± 0,192 0,985 ± 0,146 2,750 ± 0,241 
192 2,932 ± 0,409 1,776 ± 0,414 0,453 ± 0,000 
216 3,175 ± 0,120 0,598 ± 0,195 1,532 ± 0,000 
240 2,203 ± 0,938 1,776 ± 0,073 4,265 ± 4,366 
 
Příloha 20 Koncentrace extracelulárních bílkovin přepočtená na 1 gram substrátu 
produkovaná danými mikroorganismy při kultivaci na bílých hroznových výliscích v EB 
Aspergillus niger Aureobasidium 
pullulans 
Původní směsná 
kultura 
Doba kultivace 
[hodiny] 
c [mg·ml-1·g-1] c [mg·ml-1·g-1] c [mg·ml-1·g-1] 
24 1,688 ± 0,093 0,721 ± 0,024      0,987 ± 0,027 
48 1,745 ± 9,728 1,319 ± 0,024 1,877 ± 0,080 
72 1,458 ± 7,004 0,949 ± 0,049 0,348 ± 0,067 
96 0,249 ± 0,000 0,281 ± 0,037 0,252 ± 0,000 
168 0,652 ± 0,013 0,404 ± 0,012 0,523 ± 0,067 
192 1,055 ± 0,053 0,580 ± 0,012 0,252 ± 0,000 
216 0,249 ± 0,000 0,229 ± 0,000 0,852 ± 0,054 
240 0,249 ± 0,000 0,826 ± 0,037 0,252 ± 0,000 
 
Příloha 21 Koncentrace redukujících látek  přepočtená na 1 gram substrátu produkovaná 
danými mikroorganismy při kultivaci na slupkách z mandarinek v koloně 
Aspergillus niger Aureobasidium 
pullulans 
Původní směsná 
kultura 
Doba kultivace 
[hodiny] 
c [µmol·ml-1·g-1] c [µmol·ml-1·g-1] c [µmol·ml-1·g-1] 
24 7,194 ± 0,380 6,925 ± 0,037 6,854 ± 0,120 
48 6,619 ± 0,074 6,559 ± 0,148 6,768 ± 0,287 
72 6,362 ± 0,086 3,589 ± 0,457 4,945 ± 0,227 
96 5,113 ± 0,245 6,283 ± 0,556 5,610 ± 0,072 
168 6,442 ± 0,491 5,382 ± 0,173 5,956 ± 0,192 
192 5,104 ± 0,258 4,704 ± 0,593 7,156 ± 0,132 
216 2,116 ± 0,000 5,478 ± 0,069 1,415 ± 0,096 
240 0,910 ± 7,119 1,450 ± 0,040 1,023 ± 0,031 
 
 
 VIII 
Příloha 22 Koncentrace redukujících látek přepočtená na 1 gram substrátu produkovaná 
danými mikroorganismy při kultivaci na bílých hroznových výliscích v koloně 
Aspergillus niger Aureobasidium 
pullulans 
Původní směsná 
kultura 
Doba kultivace 
[hodiny] 
c [µmol·ml-1·g-1] c [µmol·ml-1·g-1] c [µmol·ml-1·g-1] 
24 3,604 ± 0,099 3,012 ± 0,094 7,749 ± 0,093 
48 2,679 ± 0,089 4,891 ± 0,134 0,521 ± 0,012 
72 0,488 ± 0,021 2,372 ± 0,067 0,763 ± 0,020 
96 0,330 ± 0,009 1,190 ± 0,148 0,648 ± 0,014 
168 0,350 ± 0,003 0,406 ± 0,021 0,180 ± 0,016 
192 0,476 ± 0,009 0,167 ± 0,009 0,177 ± 0,012 
216 0,227 ± 0,005 0,103 ± 0,067 0,135 ± 0,015 
240 0,325 ± 0,015 0,045 ± 0,027 0,070 ± 0,013 
 
Příloha 23 Koncentrace redukujících látek  přepočtená na 1 gram substrátu produkovaná 
danými mikroorganismy při kultivaci na slupkách z mandarinek v EB 
Aspergillus niger Aureobasidium 
pullulans 
Původní směsná 
kultura 
Doba kultivace 
[hodiny] 
c [µmol·ml-1·g-1] c [µmol·ml-1·g-1] c [µmol·ml-1·g-1] 
24 18,686 ± 1,250 16,959 ± 0,171 19,335 ± 1,797 
48 18,808 ± 0,203 17,923 ± 0,205 17,036 ± 0,983 
72 10,664 ± 0,946 13,673 ± 0,548 14,369 ± 0,678 
96   9,079 ± 0,912 10,584 ± 0,377 19,237 ± 0,373 
168 11,225 ± 0,034 12,462 ± 1,609 16,424 ± 0,814 
192   7,738 ± 1,284   9,793 ± 0,719 13,635 ± 0,136 
216 10,820 ± 0,973 10,767 ± 0,219   8,625 ± 0,705 
240   4,061 ± 0,257   4,521 ± 0,288   3,497 ± 0,244 
 
Příloha 24 Koncentrace redukujících látek přepočtená na 1 gram substrátu produkovaná 
danými mikroorganismy při kultivaci na bílých hroznových výliscích v EB 
Aspergillus niger Aureobasidium 
pullulans 
Původní směsná 
kultura 
Doba kultivace 
[hodiny] 
c [µmol·ml-1·g-1] c [µmol·ml-1·g-1] c [µmol·ml-1·g-1] 
24 19,267 ± 0,187 11,880 ± 0,103 19,470 ± 0,271 
48 12,043 ± 0,336   7,482 ± 0,274   0,622 ± 0,423 
72   7,623 ± 0,336   7,778 ± 0,171   1,134 ± 0,049 
96   6,383 ± 0,411   5,752 ± 0,240   0,677 ± 0,075 
168   2,708 ± 0,075   3,372 ± 0,014   0,764 ± 0,041 
192   3,280 ± 0,056   1,549 ± 0,010   0,851 ± 0,015 
216   2,250 ± 0,056   2,764 ± 0,024   0,617 ± 0,034 
240   1,663 ± 0,049   1,578 ± 0,021   0,203 ± 0,060 
 IX 
 
 
Příloha 25 Aspergillus niger (CCM-F 8189) 
 
 
 
 
 
 
 
Příloha 26 Aureobasidium pullulans (CCY 27-1-115) 
 X 
 
 
Příloha 27 Skleněná kolona, v níž probíhala kultivace 
 
 
 
Příloha 28 Erlenmeyerova baňka, v níž probíhala kultivace 
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Příloha 29 Mikroskopický snímek Aspergillus niger (CCM-F 8189); zvětšeno 400x 
 
 
 
 
 
Příloha 30 Mikroskopický snímek Aureobasidium pullulans (CCY 27-1-115); zvětšeno 400x 
 XII 
 
 
Příloha 31 Mikroskopický snímek původní směsné kultury vyskytující se na hroznových 
výliscích v nezaočkovaném médiu; zvětšeno 400x 
 
 
 
Příloha 32 Mikroskopický snímek původní směsné kultury vyskytující se na slupkách 
z mandarinek v nezaočkovaném médiu; zvětšeno 400x 
